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RESUMO 
 
A L-carnitina é uma molécula polar essencial para o transporte e posterior oxidação, 
principalmente de ácidos graxos de cadeia média e longa no interior das mitocôndrias. 
Devido ao fato dessa molécula ser produzida endogenamente por mamíferos, é 
necessário o desenvolvimento de um método robusto para a diferenciação da L-
carnitina endogenamente produzida daquela administrada exogenamente. Esse 
estudo piloto, unicêntrico, aberto com 4 períodos, procura avaliar se a deuteração da 
molécula de L-carnitina, com a posterior utilização de HPLC/MS/MS, é um método 
adequado para realizar tal diferenciação. Para tal, foram utilizadas três cápsulas, cujo 
conteúdo total era de 500 mg de L-carnitina, sendo a concentração de L-carnitina 
deuterada presente nas mesmas de 10, 30 e 100mg, respectivamente. As diferentes 
formulações foram administradas para seis voluntários, sendo três do sexo masculino 
e três do sexo feminino, em 4 períodos diferentes, com um intervalo de washout de 
sete dias entre os períodos. Os pacientes do estudo obedeceram a todos os critérios 
de inclusão e exclusão, sem nenhuma desistência ou exclusão durante o estudo. 
Foram colhidas amostras de sangue e dosadas as concentrações plasmáticas de L -
carnitina deuterada através do método de HLPC/MS/MS, além disso foram calculados 
os parâmetros farmacocinéticos pertinentes para um estudo de biodisponibilidade 
relativa e estabelecidos gráficos de concentração versus tempo para cada indivíduo. 
O método se mostrou robusto e eficaz, sendo obtido tempo de corrida cromatográfico 
de 3,2 min, curva de calibração de 10-1000ng/ml e o limite inferior de quantificação de 
10 ng/ml. Os parâmetros farmacocinéticos médios obtidos a partir das concentrações 
de 10, 30 e 100mg de L-carnitina deuterada nos 3 períodos foram: AUCúltimo (72,16; 
613,18 e 2450,29 ng*h/ml); Cmax (19,25; 75,59 e 216,79 ng/ml) ; Tmax (3,5; 4,0 e 4,17 
h). O coeficiente de variabilidade para a taxa e extensão da absorção foram, 
respectivamente, 55,37% e 65,10%, levando em consideração o terceiro e quarto 
período do estudo. Além disso, foi demonstrada através da Correlacão Pearson, 
linearidade entre os parâmetros farmacocinéticos nas doses estudadas. Não foram 
observados quaisquer eventos adversos graves durante o estudo. Portanto, pode-se 
concluir que a cromatografia líquida de alta performance acoplada ao espectrômetro 
de massa é um método robusto e eficaz que permite diferenciar a L-carnitina 
exogenamente administrada (deuterada) da L-carnitina endogenamente produzida, 
sendo que a L-carnitina deuterada (assim como a L-carnitina) apresenta grande 
coeficiente de variabilidade, farmacocinética linear e é segura nas doses 
administradas. 
Palavras-chave: carnitina; deutério; farmacocinética; biodisponibilidade; 
cromatografia; espectrometria de massas. 
  
ABSTRACT 
 
L-carnitine is a polar molecule, essential for the transport and subsequent oxidation of 
long and medium-chain fatty acids inside the mitochondria. Due to the fact that this 
molecule is produced endogenously by mammals, it is necessary to develop a robust 
method for the differentiation of endogenously produced L-carnitine from that 
administered exogenously. This pilot, unicentric, 4-period study seeks to evaluate 
whether the deuteration of the L-carnitine molecule, with the subsequent use of 
HPLC/MS/MS, is an appropriate method to perform such differentiation. For this 
purpose, the Molecule of L- carnitine D3 was used in three different concentrations 
(10,30 and 100mg), in a capsule whose total content was 500 mg of L-carnitine. The 
different formulations were administered to six volunteers, three male and three 
females, in 4 different periods, with a washout interval of seven days between periods. 
The volunteers in the study met all inclusion and exclusion criteria, without any dropout 
or exclusion during the study. Blood samples were taken and plasma concentrations 
of L-carnitine deuterated were measured using the HLPC/MS/MS method. The method 
proved to be robust and effective, with chromatographic running time of 3.2 min and 
calibration curve of 10-1000ng/ml. The limit of quantification was 10 ng/ml. The mean 
pharmacokinetic parameters obtained from the concentrations of deuterated L-
carnitine (10,30 and 100mg) were AUClast: (72.16, 613.18 and 2450.29 ng*h/ml); Cmax   
(19.25, 75.59 and 216.79 ng/ml)  and Tmax  (3.5, 4.0 and 4.17 h). The coefficient of 
variability for the rate and extent of absorption were, respectively, 55.37% and 65.10% 
taking into account the third and fourth period of the study. In addition, Linearity was 
demonstrated between the pharmacokinetic parameters at the studied doses by 
Pearson Correlation. No serious adverse events were observed during the study. 
Thus, it can be concluded that high performance liquid chromatography coupled to the 
mass spectrometer is a robust and efficient method that allows to differentiate 
exogenously administered L-carnitine (deuterated) from endogenously produced L-
carnitine. Deuterated L-carnitine (as well as L-carnitine) presents a great coefficient of 
variability and shows linear pharmacokinetics. The deuterated L-carnitine was safe at 
the administered doses. 
Keywords: carnitine; deuterium; pharmacokinetics; bioavailability; 
chromatography; mass spectrometry.  
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1 INTRODUÇÃO 
1.1 L-carnitina 
1.1.1 Estrutura e propriedades 
A carnitina ( b-hidroxi-g-trimetilamina-butirato) é uma molécula derivada de 
aminoácidos, possui peso molecular de 161,2 g/mol e em temperatura ambiente se 
apresenta como um pó branco, cristalino, com propriedades higroscópicas, com alta 
solubilidade em água e álcool e baixa solubilidade em acetona e benzeno. Se 
apresenta naturalmente em sua forma L, de acordo com a projeção de Fischer1. A 
carnitina exerce papel essencial no transporte de ácidos graxos do citosol para a 
matriz mitocondrial. Sem a molécula de carnitina, os ácidos graxos, principalmente os 
de cadeia média e longa, não perpassam a impermeável membrana mitocondrial e 
não são metabolizados através da beta oxidação. 
 
 
Figura 1 – Fórmula L-carnitina. Créditos a Pettegrew, Jay, et al. (apêndice 5)  
 
A carnitina tem seu nome originado do latim carnis, uma vez que foi descoberta 
e extraída do tecido muscular estriado, no início do século XX2. A grande maioria do 
pool da carnitina, bem como de seus ésteres (90%), é encontrada no tecido muscular, 
sendo a concentração tecidual de carnitina no músculo até cem vezes maior que a do 
plasma3. Chamada equivocadamente de vitamina Bt, a carnitina é, em sua maior 
parte, adquirida através da dieta (75%), mas também pode ser sintetizada por 
mamíferos, desse modo, não sendo de fato uma vitamina. A síntese de carnitina por 
humanos ocorre principalmente no fígado, rins e cérebro, uma vez que a enzima 
responsável pela última etapa da síntese (hidroxilação da butirobetaína), a 
butirobetaína dioxigenase (BBD), é expressa apenas nesses tecidos. Desse modo, a 
carnitina sintetizada nesses locais deve ser transportada pelo plasma para demais 
órgãos e tecidos, principalmente aos músculos estriado e cardíaco4.  
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REVIEW
Acetyl-L-carnitine physical-chemical, metabolic, and
therapeutic properties: relevance for its mode of action
in Alzheimer’s disease and geriatric depression
JW Pettegrew1, J Levine1,2 and RJ McClure1
1Neurophysics Laboratory, Department of Psychiatry, School of Medicine, University of Pittsburgh, Pittsburgh, PA, USA;
2Beersheva Mental Health Center, Faculty of Health Sciences, Ben Gurion University of the Negev, Beersheva, Israel
Acetyl-L-carnitine (ALCAR) contains carnitine and acetyl moieties, both of which have neurobi-
ological properties. Carnitine is important in the !-oxidation of fatty acids and the acetyl moi-
ety can be used to maintain acetyl-CoA levels. Other reported neurobiological effects of
ALCAR include modulation of: (1) brain energy and phospholipid metabolism; (2) cellular
macromolecules, including neurotrophic factors and neurohormones; (3) synaptic mor-
phology; and (4) synaptic transmission of multiple neurotransmitters. Potential molecular
mechanisms of ALCAR activity include: (1) acetylation of -NH2 and -OH functional groups in
amino acids and N terminal amino acids in peptides and proteins resulting in modification of
their structure, dynamics, function and turnover; and (2) acting as a molecular chaperone to
larger molecules resulting in a change in the structure, molecular dynamics, and function of
the larger molecule. ALCAR is reported in double-blind controlled studies to have beneficial
effects in major depressive disorders and Alzheimer’s disease (AD), both of which are highly
prevalent in the geriatric population. Molecular Psychiatry (2000) 5, 616–632.
Keywords: Alzheimer’s disease; geriatric depression; acetyl-L-carnitine; lipid metabolism; energy
metabolism; membrane; acetylation
Introduction
Carnitine (3-hydroxy-4-N-trimethylammoniobutanoate)
(Figure 1) is present in biological cells and tissues in
relatively high concentrations as either free carnitine or
as acylcarnitines including acetyl-l-carnitine (ALCAR)
Figure 1 Chemical structures of carnitine and acetyl-l-carni-
tine.
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(Figure 1). ALCAR induces many of its biological
actions through the metabolic effects of its carnitine
and acetyl moieties. Carnitine is important in the !-
oxidation of fatty acids and the acetyl moiety can be
used to maintain acetyl-CoA levels. In addition, the
acetyl moiety of ALCAR can potentially be used to ace-
tylate -NH2 and -OH functional groups in amino acids
such as lysine, serine, threonine, tyrosine and N ter-
minal amino acids in peptides and proteins, and poss-
ibly modify their structure, function, and turnover.
ALCAR also has the potential to act as a molecular
chaperone and interact with large molecules such as
proteins and membrane lipids and change the confor-
mation of the larger molecules and possibly alter their
functional activity. The biological roles of ALCAR as a
molecular chaperone and as an acetylating agent need
more intense investigation.
Carnitine metabolism
Carnitine, a quaternary amine, is synthesized in vivo
from lysine and methionine mainly in liver, kidney,
and muscle with body stores mostly in skeletal and car-
diac muscle.1 Exogenous carnitine (predominantly
from meat and dairy products) is the source for about
75% of the body carnitines with an average non-veg-
etarian diet providing about 100–300 mg carnitine
daily. Carnitine is absorbed readily from the GI tract
by passive and active transport mechanisms. The liver
receives carnitine via the portal system and sub-
18 
 
 
1.1.2 Síntese 
A síntese da carnitina em mamíferos se inicia a partir da molécula de trimetil 
lisina (TML). Esse amino ácido é derivado a partir da digestão de fontes vegetais, bem 
como proteólise de proteínas endógenas5. A primeira etapa da síntese é catalisada 
por uma dioxigenase, a trimetil-lisina-dioxigenase (TMLD), responsável pela 
hidroxilação da molécula de TML e gerando a 3- hidroxi-trimetil-lisina (HTML). A 
segunda etapa é catalisada por uma aldolase, a hidroxi-trimetil-lisina-aldolase 
(HTMLA), e consiste basicamente na clivagem da molécula de HTML na ligação entre 
C4 e C5, gerando uma molécula de glicina e o posterior substrato da terceira etapa, o 
4-trimetil-amino-buteraldeído (TMABA). A terceira etapa, catalisada pela 
desidrogenase trimetil-amino-buteraldeido-desidrogenase (TMABADH), consiste na 
oxidação (desidrogenação) do grupo carbonila da TMABA, gerando um grupo 
carboxila e o substrato para a quarta e última etapa da síntese, o 4-
trimetilaminobutirato (ácido trimetil-amino-butírico), também denominado 
butirobetaína (BB). Nesta última etapa, a catálise ocorre através de outra dioxigenase, 
cujo mecanismo de ação se assemelha a da primeira enzima da síntese (TMLD), 
utilizando ferro como cofator. A enzima, denominada butirobetaína dioxigenase (BBD) 
promove a hidroxilação do terceiro carbono da molécula de BB, gerando a b-hidroxi-
g-trimetilamina-butirato (3-OH-4-N, N, N-trimetilaminabutirato) ou carnitina6. 
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Figura 2 – Síntese da L-carnitina. Créditos a Strijbis, Karin, et al. (apêndice 5) 
 
1.1.3 Farmacologia 
1.1.3.1 Absorção 
A absorção da L- carnitina administrada exogenamente ocorre primordialmente 
no intestino delgado através de difusão passiva e, principalmente, mediada por 
carregadores3. A biodisponibilidade da L-carnitina oral é variável, a depender do tipo 
de dieta do indivíduo (vegetariana versus onívora). Não obstante, a absorção da L- 
carnitina oral aparentemente é saturável após concentrações superiores a 2 gramas7. 
Por ser molécula altamente polar, estudos avaliando a absorção e biodisponibilidade 
de L-carnitina se tornam dificultosos, uma vez que o processo de absorção da 
molécula pelo intestino é extremamente lento se comparado a via de administração 
intravenosa. Não obstante, apesar da diferença entre a quantidade de L-carnitina 
advinda da dieta, a variação da concentração plasmática da molécula permanece na 
faixa de 20%. Isso em parte deve-se ao controle da excreção exercido 
primordialmente pelos rins3. 
lecular level in mammals (33–35 ), but only recently the identity
of the last rem ining enzyme was revealed. Genetic studies in
the yeast Candida albicans led to the identification of the aldol-
ase that catalyzes the second step of the carnitine biosynthesis
pathway (26). The four enzymatic steps of the carnitine path-
way, TMLD, HTMLA, TMABADH and BBD are separately
described below.
TMLD
The first enzyme of the carnitine biosynthesis pathway is
TML dioxygenase (TMLD), which hydroxylates TML to yield
3-hydroxy-TML (HTML). The human, rat, mouse and C. albi-
cans genes encoding TMLD were identified (26, 34 ). TMLD is
a nonhaem ferrous-iron dioxygenase, which requires 2-oxogluta-
rate, Fe21 and molecular oxygen as cofactors. Dioxygenases
react with molecular oxygen through their associated iron and
use this iron-bound oxygen to hydroxylate the substrate. The
remaining oxygen atom is incorporated into 2-oxoglutarate,
thereby forming succinate and simultaneously releasing CO2
(36). In addition to these cofact rs, TMLD also requires the
presence of ascorbate (vitamin C) for enzymatic activity, pre-
sumably to maintain the iron in the ferrous state. While TML is
produced by protein degradati n in the cyt sol, TMLD was
shown to localize to the mitochondrial matrix in rat kidney
(37 ). The other carnitine biosynthesis enzymes are thought to
reside in the cytosol and therefore this compartmentalization
would suggest transport of metabolites over the mitochondrial
membrane.
HTMLA
The second enzyme of carnitine biosynthesis performs a pyr-
idoxal 50-phosphate (PLP)-dependent aldolytic cleavage of
HTML, resulting in 4-trimethylaminobutyraldehyde (TMABA)
and glycine and was dubbed HTML aldolase (HTMLA). The
identity of the gene encoding HTMLA has long remained a
mystery. It was speculated that HTMLA might be identical to
Figure 2. The enzymes of the carnitine biosynthesis pathway and their contribution to cellular carnitine homeostasis. (A) Enzy-
matic conversions of the carnitine biosynthesis pathway. TML: N6-trimethyllysine, TMLD: TML dioxygenase, HTML: 3-hydroxy
TML, HTMLA: HTML aldolase, TMABA: 4-N-trimethylaminobutyraldehyde, TMABADH: TMABA dehydrogenase, c-BB: 4-N-
trimethylaminobutyrate, BBD: c-BB dioxygenase, PLP: pyridoxal 50-phosphate. (B) schematic representation of carnitine uptake
and biosynthesis. Carnitine uptake is mediated by the OCTN2 transporter in humans or the Agp2 transporter in S. cerevisiae. Deg-
radation of proteins containing trimethylated lysine residues results in availability of TML as a substrate for intracellular carnitine
biosynthesis. (C) Comparison of the enzymatic reaction catalyzed by HTMLA and threonine aldolase (TA). Both enzymes perform
a similar aldolytic cleavage of their substrate into glycine and an aldehyde (TMABA and acetaldehyde for HTMLA and TA,
respectively).
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1.1.3.2 Distribuição 
O transporte da carnitina, tanto a sintetizada endogenamente, quanto a 
consumida na dieta, bem como os seus ésteres para os tecidos, é realizado através 
da maneira passiva e ativa. A L-carnitina não se liga a albumina plasmática3. Sendo o 
transportador mais bem estudado, o de cátions orgânicos OCTN2. Este 
cotransportador de sódio é responsável pela absorção da carnitina no lumen intestinal, 
bem como sua captação pelos tecidos, principalmente o tecido muscular, além de 
absorção e reabsorção renal. Contudo, apresenta baixa especificidade, sendo inibido 
por múltiplas substâncias, como por exemplo, o ácido piválico, valproato, sulpirida e o 
antagonista de canal de cálcio verapamil8. Mutações do gene SLC22A5, que codifica 
o OCTN2, estão associadas com as doenças denominadas deficiências de carnitina, 
cujas apresentações clínicas variam de hipoglicemia hipocetótica grave na infância, 
até miocardiopatias e miopatias na idade adulta. Devido a polaridade da molécula, seu 
volume de distribuição é semelhante ao do plasma9. 
 
1.1.3.3 Metabolismo 
Não há evidência, até o momento, que a carnitina seja metabolizada por 
mamíferos, incluindo humanos. Contudo, a L-carnitina e seus estéres são 
metabolizados por procariotos, inclusive bactérias da microbiota intestinal10-11. Uma 
das vias em estudo envolve a clivagem da molécula de L-carnitina, gerando a 
trimetilamina (TMA), que é reabsorvida pelo lúmen intestinal e transportada através 
do sistema porta para o fígado, onde é oxidada por uma oxidase denominada flavina 
monooxigenase (FMAO3), produzindo o metabólito aterogênico trimetilamina -N-óxido 
(TMAO)(Figura 3). A L-carnitina não absorvida passa pelo cólon, onde torna-se 
substrato para a metabolização das enterobactérias da microbiota colônica12. 
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Figura 3 – Metabolismo da L-carnitina e da colina pela microbiota intestinal. Créditos a Tang, W. 
H.Wilson, et al. (apêndice 5) 
 
 
1.1.3.4 Excreção 
A excreção da carnitina administrada pela via endovenosa é primordialmente 
renal, sendo não linear3-11. Não obstante, a quantidade de carnitina reabsorvida pelos 
rins oscila entre 84 e 99%. Já a carnitina administrada pela via oral, que não é 
absorvida, sofre metabolização pelas enterobactérias, sendo apenas mínima 
quantidade excretada inalterada nas fezes10. Não há evidência que quantidades 
relevantes de carnitina participem de circulação êntero-hepática ou sejam excretadas 
pela bile11.  
 
 
The fish protein in this study was derived from the turbot, 
a highly consumed fish in Europe; its fatty acid profile 
contained high levels of monounsaturated fats and a low 
omega-6:omega-3 ratio, wh reas the TMA level was 
20-fold higher than that in the comparison diets. 
Although blood lipid levels in the mice remained simi-
lar between all diet groups, plasma TMAO levels were 
significantly elevated in the fish protein group.
Furthermore, fish oil itself might counteract the 
harmful effects of TMAO. In co-feeding experiments 
with fish oil and TMAO, the inflammatory effect of ele-
vated TMAO feeding was ameliorated by the addition 
of fish oil161. The debate on the relationship between 
TMAO levels and eating fish has focused on descrip-
tive food groups rathar than specific macronutrient 
or micronutrient composition. Moreover, individuals 
at substantial risk of plasma TMAO retention, such as 
patients with chronic kidney disease (CKD), are advised 
to reduce their protein intake162,163.
l-Carnitine is a popular supplement that has been 
studied for its potential to improve lipid profiles and 
metabolism164. In a study conducted by investigators 
associated with l-carnitine manufacturers, l-carnitine 
feeding seemed to result in increased TMAO levels 
but a lower atherosclerotic burden164. This finding has 
often been cited as opposing evidence to the numerous 
studies that have ssociated TMAO with poor clinical 
outcomes. In their study, male mice were supplemented 
with l-carnitine or vehicle controls. A surprising inverse 
correlation between TMAO level and lesion area in the 
thor acic aorta was observed. Of note, the model of choice 
was male mice, which is important because substantial 
sexual dimorphism exists for flavin-containing mono-
oxy genase 3 (encoded by Fmo3) expression in mice: male 
mice have 100-fold lower liver levels of Fmo3 mRNA 
than female mice, resulting in far lower natural levels of 
plasma TMAO165. Given this understanding, l-carnitine 
feeding in male mice is unlikely to induce substantial 
changes in plasma TMAO levels. If one converts the 
parts per million units from this study into the more 
conventionally used micromolar units to report plasma 
TMAO, we observe very similar values of TMAO in this 
study to that of a typical C57BL6 male mouse165. Indeed, 
the highest subgroup cut-off of 0.2 ppm converts to 
2.6 µmol/l. These low levels of TMAO have never been 
implicated in disease. Although critical commentaries 
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Fig. 3 | Microbial generation of dietary-induced trimethylamine and trimethylamine N-oxide. Diets rich in choline, 
phosphatidylcholine, and l-carnitine can be metabolized by particular species of the gut microbiota to trimethylamine 
(TMA), which is then converted into trimethylamine N-oxide (TMAO) by hepatic flavin-containing monooxygenases 
(FMOs), particularly FMO3, and excreted via the kidneys from the circulation150,152,221. Accumulation of TMAO has been 
associated with atherogenesis, platelet hyperactivation, and future development of adverse cardiac events such as 
myocardial infarction, stroke, and death. Adverse cardiac remodelling is also associated with elevated TMAO levels. 
γ-Butyrobetaine, a precursor for endogenous synthesis of l-carnitine, can also be converted into TMA.
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1.1.4 Função e deficiência 
Os ácidos graxos abundantes no citosol, para serem metabolizados através da 
beta oxidação, necessitam atingir a matriz mitocondrial. Contudo, os ácidos graxos 
que estão esterificados com moléculas de acetil-coenzima-A, não são permeáveis 
para perpassar a membrana interna das mitocôndrias. O acesso dos grupos acila só 
ocorre através de transportadores específicos (translocases), permeáveis apenas aos 
grupos acil-carnitina e, para isso, é necessária a substituição do grupo S-Coa pela 
molécula de carnitina. Essa reação é catalisada pela carnitina-palmitoil-transferase-I 
(CPTI)13. Após o acesso à matriz mitocondrial através da translocase, as moléculas 
de acil-carnitina novamente são transformadas em acil-Coa, liberando a molécula de 
carnitina, que é transportada de forma reversa pela translocase para o espaço 
intermembrana, podendo servir posteriormente como substrato para a mesma reação. 
A transformação de acil-carnitina em acil-coa é catalisada pela carnitina-palmitoil-
transferase-II (CPTII). Após isso os grupos acil-coa são metabolizados através da beta 
oxidação produzindo moléculas de acetil-coa, que serão substrato para o ciclo dos 
ácidos-tricarboxílicos. Essa série de passos para a formação de acil-carnitina a partir 
da acetil-coa, e posterior regeneração da forma de acetil-coa, é um exemplo de 
compartimentalização. Desse modo, quando a necessidade citosólica de grupos acila 
supera a necessidade de seu catabolismo, é possível que eles permaneçam no citosol 
através da inibição da função da CPTI. Desta forma, a célula direciona on demand os 
ácidos graxos para funções anabólicas ou catabólicas. Em suma, sem a mólecula de 
carnitina, os ácidos graxos (principalmente de cadeia média e longa) não são 
catabolizados através da beta oxidação e se acumulam no citosol celular. Esse fato 
permite um entendimento mais claro das consequências das doenças denominadas 
deficiências de carnitina, que serão escrutinizadas no tópico da discussão desse 
trabalho. Atualmente, além do tratamento dessas condições, a suplementação de L -
carnitina é estudada para diversas patologias, desde miopatias associadas a infecção 
pelo HIV e câncer, até para pacientes em diálise11-13-14. 
Contudo, devido ao fato de que a L-carnitina é sintetizada endogenamente, 
bem como adquirida através da dieta, estudos que avaliam parâmetros 
farmacocinéticos da L-carnitina exógena se tornam extremamente dificultosos, uma 
vez que a distinção da carnitina endogenamente produzida e exogenamente 
administrada não pode ser feita a priori. Para resolver essa questão, estudos 
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anteriores se valeram de métodos matemáticos (subtração) bem como do uso de 
isótopos radioativos (principalmente o trítio) para diferenciar a carnitina endógena da 
exógena3-4. Entretanto, o método estatístico carece de robusteza uma vez que o nível 
endógeno de carnitina é variável entre indivíduos e o método com isótopos instáveis, 
além de custoso, expõe os participantes a radiação ionizante. 
Os métodos de detecção da L-carnitina têm evoluído com o passar dos anos, 
podendo ser separados em imunoenzimáticos, cromatográficos e mistos. Mais 
recentemente, com o desenvolvimento da técnica HPLC-MS/MS associado ao uso da 
ionização por eletronspray positivo (ESI), devido a sua alta especificidade e acurácia, 
tem sido o padrão ouro para a detecção da carnitina plasmática, bem como seus 
ésteres. A maioria dos estudos farmacocinéticos envolvendo a L-carnitina, se valeram 
dos métodos enzimáticos espectrofotométricos e do uso de isótopos radioativos. Na 
tabela abaixo são resumidos os principais estudos farmacocinéticos envolvendo a L -
carnitina. 
 
Tabela 1 – Resumo dos estudos anteriores sobre a farmacocinética da L-carnitina – adaptado 
de Evans, Formasini, 2003. 
 
 
 
Nota-se que, nos estudos supracitados, existem várias limitações envolvidas, 
desde o método de detecção utilizado até o método a fim de evitar a interferência da 
L-carnitina produzida pelos próprios indivíduos. Para solucionar essas questões, 
nosso estudo propõe a marcação da carnitina exógena com um isótopo estável (não 
Estudo Características do desenho Conclusões fundamentais
Brass et al. 1994. 14 homens saudáveis; 92,5-185 micromol/kg como única dose IV; monitoramento da função muscular
A amostragem, apenas duas horas após a dose significou 
que apenas eventos cinéticos rápidos puderam ser 
caracterizados: Vc 0,2 L/kg; CLR 1-1,5mL/min/kg 
Harper et al. 1998. 6 indivíduos saudáveis; dieta baixa em carnitina; dose única; 2 e 6g bolus IV e oral.
Subtração de linha de base usada; CL 5-6 L/h; meia vida 
terminal 4-7h; CLR 3 mL/min abaixo das condições basais 
aumentando para 100 mL/min depois da aplicação IV de 
6g; biodisponibilidade oral dependente da dose 0,16 (2g) 
e  0,05 (6g).
Sahajwalla et al. 1995 15 adultos saudáveis, dose única de 20mg/kg.
Dados analisados com e sem substração da linha de base; 
ajuste bi-exponencial; Vc 11,2L; CL 4 L/h; terminal meia 
vida 5-17h; CLR 3 L/h; fe 0,73.
Segre et al. 1988 6 indivíduos saudáveis; 30mg/kg IV; 100mg/kg por via oral; 30mg/kg por via oral (n = 3 apenas).
Subtração de linha de base usada; ajuste bi-exponencial, 
Vc 0,1 L/kg; fe 0,85 (IV); biodisponibilidade 0,18; CL 10,85 
L/h.
Uematsu et al. 1988 10 indivíduos saudáveis receberam uma única dose IV de 0, 20, 40 e 60 mg/kg; infusão intravenosa por 10 minutos.
Ajuste tri-exponencial; meia vida terminal 10-23h; Vc 0,1-
0,2 L/kg; CL 0,1 L/h; fe 0,77-0,95.
CL = Depuração sistemica com referência ao plasma; CLR = Depuração renal com referência ao plasma; fe = fração de uma dose intravenosa excretada 
inalterada na urina; IV = Intravenoso; Vc = Volume do Compartimento central.
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radioativo) do hidrogênio, o deutério, o que permite através do uso de HPLC acoplada 
à espectrometria de massas, a distinção da carnitina exógena administrada da 
endogenamente produzida, permitindo de modo acurado a determinação de 
parâmetros farmacocinéticos relevantes, associando um método de detecção 
confiável (HPLCMSMS), juntamente com a distinção da molécula endogenamente 
produzida, através da marcação com um isótopo estável do hidrogênio, evitando a 
exposição dos voluntários aos efeitos deletérios da radiação ionizante.  
 
1.2 Deutério 
O deutério 2H ou D, é um dos três isótopos do átomo de hidrogênio, cuja 
abundância relativa no universo é de 0.015%, possuindo um próton, um nêutron e um 
elétron. O isótopo mais abundante é denominado protium ou 1H correspondendo a 
99.98% do hidrogênio observado na natureza e sendo composto por 1 próton e 1 
elétron15. Estes isótopos são estáveis e, portanto, não são radioativos e não sofrem 
decaimento com liberação de radiação ionizante. O terceiro isótopo do hidrogênio é 
raramente encontrado na natureza, é denominado trítio 3H, é radioativo, sofre 
decaimento beta e sua composição é de dois nêutrons, um próton e um elétron. A 
origem do deutério no universo é atribuída ao processo de nucleossíntese do Big 
Bang, quando em altas temperaturas houve a fusão de bárions, minutos após a grande 
explosão16. 
O uso do deutério em estudos químicos, bioquímicos e farmacológicos tem 
origem desde sua descoberta, na década de 30, contudo, a extração do deutério 
naquela época era extremamente custosa e difícil, limitando sua utilização15. Com o 
avanço tecnológico, permitindo a extração do deutério, bem como a síntese de 
compostos deuterados, de maneira rápida e acessível, o uso desses compostos teve 
grande revolução a partir da década de 60, sendo utilizado para a elucidação do 
mecanismo de reações químicas e esclarecimento de vias metabólicas17. A “revolução 
do deutério” teve seu clímax no século XXI, com o advento da primeira droga 
deuterada aprovada para uso clínico, a deutetrabenazine, pela Austedo, em 201718.  
O uso do deutério na farmacologia, tem como fundamento uma série de 
consequências físico-químicas atribuídas a massa superior do deutério em 
comparação com o hidrogênio elementar (protium). O conjunto de consequências da 
deuteração na estabilidade de ligações químicas e na velocidade de reações são 
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explicadas pelo deuterium isotope effect (DIE). O DIE refere-se principalmente as 
consequências cinéticas da substituição do protium pelo deutério em ligações 
químicas que são rompidas no estado de transição. As ligações químicas dentro de 
uma molécula não são estáticas, mas se movimentam de maneiras variadas, a saber: 
oscilações, vibrações, translações e rotações16-19. A energia de diferentes estados 
vibracionais de uma ligação química pode ser descrita quanticamente e calculada. Um 
tipo especialmente relevante de movimento é o vibracional de estiramento, uma vez 
que, dependendo da energia absorvida pela molécula e o grau de estiramento, a 
ligação química pode ser quebrada. Desse modo a energia vibracional de estiramento 
pode fornecer uma medida indireta da força de ligações químicas. A descrição da 
força de uma ligação e a distância entre os átomos que a compõe é mostrada 
pictoricamente por curvas de potencial, especificamente os chamados potenciais de 
Morse. Nesses gráficos a energia de ligação (entalpia) é plotada no eixo das 
coordenadas enquanto a distância entre os átomos é plotada no eixo das abscissas. 
As diferentes energias de vibração quantizadas são ilustradas em diferentes linhas 
horizontais paralelas, sendo as linhas de menor energia (n=0) correspondentes a 
energia no ponto zero (zero point energy- ZPE que equivale a ½hv) ou seja, a energia 
vibracional das ligações de uma molécula no zero absoluto. Em temperatura ambiente 
99% das ligações químicas estão nesse estado. A energia no ponto zero está 
relacionada à energia necessária para a quebra de ligações químicas.  De modo geral, 
quanto menor a ZPE, maior a energia necessária para a ruptura de ligações 
covalentes. As energias de estiramento são descritas em equações semelhantes as 
que descrevem osciladores harmônicos, sendo a massa dos átomos envolvidos de 
extrema importância para sua definição. Desse modo, como a massa do deutério é o 
dobro comparada à do protium, as energias vibracionais do deutério serão 
comparativamente menores (menor liberdade de estiramento), gerando uma menor 
ZPE e, portanto, aumentando a barreira energética necessária para a quebra da 
ligação, fazendo as ligações químicas com o deutério, comparativamente, mais 
estáveis do que as ligações equivalentes com o protium20-21. Esse princípio é utilizado 
para retardar o metabolismo de fármacos que sofrem clivagem de ligações covalentes 
(principalmente pela família CYP), enquanto mantém sua atividade biológica, 
explicando o grande interesse na deuteração de substâncias já existentes19. 
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Apesar disso, a carnitina não é metabolizada por enzimas de mamíferos. 
Assim, a deuteração terá poucas consequências farmacocinéticas relevantes. Sendo 
o deutério uma ferramenta metodológica para a distinção de duas moléculas 
estruturalmente iguais10. 
Nosso estudo é de biodisponibilidade relativa, diferentemente dos estudos de 
biodisponibilidade absoluta, onde são comparadas as biodisponibilidades de 
formulações administradas via endovenosa com outras vias de administração. Nos 
estudos de biodisponibilidade relativa, é feita a comparação entre duas formulações 
orais, por exemplo. Nesse caso, a partir da comparação entre parâmetros 
farmacocinéticos obtidos através de amostras coletadas de indivíduos que 
consumiram doses diferentes de uma mesma substância (L-carnitina deuterada), 
pode-se comprovar ou não a linearidade de tais parâmetros, bem como a variabilidade 
inter e intra individual22. 
 
1.3 Estudos de biodisponibilidade relativa e modelagem farmacocinética 
A biodisponibilidade pode ser definida como a taxa e a extensão em que um 
ingrediente ativo ou molécula biologicamente ativa é absorvida a partir de um produto 
medicinal e sua disponibilidade para exercer seus efeitos no sítio de ação ou fluido 
biológico. A biodisponibilidade absoluta pode ser calculada a partir da administração 
de um fármaco pela via endovenosa e por outra via (oral por exemplo). Desse modo, 
o cálculo é realizado levando em consideração a curva de concentração versus tempo 
de ambas as vias de administração. Desta forma, a biodisponibilidade absoluta de um 
medicamento administrado por via oral é dada pela razão das ASCoral (AUCoral) da 
administração oral e a ASCendovenosa (AUCev) da administração endovenosa. Já a 
biodisponibilidade relativa, compara a biodisponibilidade de duas ou mais formulações 
diferentes administradas pela mesma via (por exemplo solução versus comprimidos 
ou doses diferentes administradas com a mesma formulação)22. Nesse estudo é feita 
a comparação de parâmetros farmacocinéticos, incluindo a área sobre a curva, de 
diferentes doses de L-carnitina deuterada. A obtenção dos parâmetros 
farmacocinéticos advém da dosagem das concentrações plasmáticas de uma 
determinada substância em função do tempo. O que ocorre é que esse tipo de método 
se torna extremamente dificultoso para substâncias que já são produzidas 
endogenamente, como é o caso da L-carnitina.  Para esse tipo de estudo pode-se 
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valer de modelos não compartimentais, já que podem fornecer as informações 
necessárias com menor complexidade matemática23. 
Abaixo um exemplo hipotético de curva de concentração versus tempo de uma 
droga administrada pela via oral: 
 
 
Figura 4 – Curva de concentração versus tempo após administração de droga via oral. Créditos a 
Atkinson, Arthur. (apêndice 5) 
Nota -se que o último ponto deve ser extrapolado, a fim de se calcular a área sobre a curva. 
 
1.4 Cromatografia líquida de alta performance e espectrometria de massas: 
A cromatografia é um método no qual o objetivo é a separação de amostras e 
que se baseia no princípio da adsorção. Com o progressivo desenvolvimento da 
técnica cromatográfica, foi obtida a técnica denominada de cromatografia líquida de 
alta performance, na qual a amostra a ser estudada é conduzida em altas pressões 
por um líquido através de uma coluna. A parte líquida é denominada fase móvel e as 
partes sólidas que compõe a coluna compõe a denominada fase estacionária.  Tanto 
a fase móvel, quanto a fase estacionária, variam a depender das características físico 
químicas dos analitos a serem separados24. 
Já a espectrometria de massas funciona com a ionização das moléculas que 
serão analisadas, gerando espécies iônicas com razão entre massa e carga (m/z) 
específicas e que permitem distinguir diferentes moléculas através das espécies 
ionizadas. Um espectrômetro de massas é composto por três componentes básicos, 
a saber: uma fonte iônica, um analisador de massas, cuja função é a separação das 
espécies iônicas com relação a massa após a aplicação de um campo 
the relative amount of a drug administered in a phar-
maceutical product that enters the systemic circulation
in an unchanged form, and the rate atwhich this occurs
[29]. Implicit in this definition is the concept that
a comparison is beingmade. If the comparison is made
between an oral and an intravenous formulation of
a drug, which by definition has 100% bioavailability,
the absolute bioavailabilityof the drug ismeasured. If the
comparison is made between two different oral
formulations, then the relative bioavailability of these
formulations is determined. As shown in Figure 4.3,
three indices of drug bioavailability usually are esti-
mated: the maximum drug concentration in plasma
(Cmax), the time needed to reach this maximum (tmax),
and the area under the plasma- or serum-concentration
vs time curve (AUC). Generally there is also an initial
lag period (tlag) that occurs before drug concentrations
are measurable in plasma.
The AUC measured after administration of a drug
dose is related to the extent of drug absorption in the
following way. Generalizing from the analysis of
creatinine clearance that we presented in Chapter 1,
the first-order differential equation describing rate
of drug elimination from a single-compartment
model is:
dE=dt ¼ CL,C
where dE/dt is the rate of drug elimination, CL is the
elimination clearance, and C is the concentration of
drug in the compartment. Separating variables and
integrating yields the result:
E ¼ CL
Z N
0
C dt (4.1)
where E is the total amount of drug eliminated in
infinite time. By mass balance, E must equal the
amount of the drug dose that is absorbed. The integral
is simply the AUC. Thus, for an oral drug dose (Doral):
Doral , F ¼ CL , AUCoral (4.2)
where F is the fraction of the dose that is absorbed and
AUCoral is the AUC resulting from the administered
oral dose.
Absolute Bioavailability
In practice, absolute bioavailability most often is
measured by sequentially administering single intra-
venous and oral doses (DIV and Doral) of a drug and
comparing their respective AUCs. Extent of absorption
of the oral dose can be calculated by modifying
Equation 4.2 as follows:
%Absorption ¼ CL , DIV , AUCoral
CL,Doral,AUCIV
" 100
¼ DIV , AUCoral
Doral , AUCIV
" 100
A two-formulation, two-period, two-sequence
crossover design is usually used to control for admin-
istration sequence effects. AUCs frequently are esti-
mated using the linear trapezoidal method, the log
trapezoidal method or a combination of the two [30].
Alternatively, bioavailability can be assessed by
comparing the amounts of unmetabolized drug recov-
ered in the urine after giving the drug by the intrave-
nous and oral routes. This follows directly from
Equation 4.1, since urinary excretion accounts for
a constant fraction of total drug elimination when
drugs are eliminated by first-order kinetics.
In either case, the assumption usually is made that
the elimination clearance of a drug remains the same
in the interval between drug doses. This problem can
be circumvented by administering an intravenous
formulation of the stable-isotope-labeled drug intra-
venously at the same time that the test formulation of
unlabeled drug is given orally. Although the feasibility
of this technique was first demonstrated in normal
subjects [31], the method entails only a single study
and set of blood samples and is ideally suited for the
evaluation of drug absorption in patients, as shown in
Figure 4.4 [26]. More recently, accelerator mass spec-
trometry has been used to extend this approach to
microdosing studies with radiolabeled drugs [32].
In a study of N–acetylprocainamide (NAPA) phar-
macokinetics in patients [26], a computer program
employing a least-squares fitting algorithmwas used to
86420
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FIGURE 4.3 Hypothetical plasma-concentration vs time curve
after a single oral drug dose. Calculation of the area under the
plasma-level vs time curve (AUC) requires extrapolation of the
elimination phase curve beyond the last measurable plasma
concentration, as shown by the dotted line.
Drug Absorption and Bioavailability 45
28 
 
 
eletromagnético, e um detector, onde são mostradas as diferentes concentrações 
relativas das espécies iônicas, com relação a razão m/z. Na análise de MS/MS há uma 
dupla ionização, onde uma primeira, denominada soft ionization produz íons 
moleculares que irão, por sua vez, colidir com moléculas de gases, com posterior 
produção de íons específicos que serão detectados (daughter ions)24. 
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2 OBJETIVOS 
2.1 Primários 
Avaliar se a biodisponibilidade de L-carnitina, após sua administração oral, 
pode ser adequadamente estimada com base na quantificação de L-carnitina 
deuterada, presente nas formulações administradas, permitindo assim, a distinção 
entre os níveis plasmáticos da substância já presente em função de sua síntese 
endógena, daqueles oriundos da administração através da formulação. 
2.2 Secundários 
Avaliar segurança e tolerabilidade. 
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3 MÉTODOS 
O presente trabalho trata-se de um estudo de biodisponibilidade relativa de 
diferentes formulações orais de L-carnitina deuterada. Para tal, foram recrutados seis 
voluntários hígidos, sendo três do sexo feminino e três do sexo masculino, com idade 
entre dezoito e sessenta anos. O estudo é unicêntrico, aberto, com um único grupo 
de tratamento, com quatro períodos e uma sequência. 
 
3.1 Etapa Clínica 
3.1.1 Ética em pesquisa 
Este trabalho foi conduzido levando em consideração a Declaração de 
Helsinque (1964) e as revisões de Tóquio (1975), Veneza (1983), Hong Kong (1989), 
Somerset Oeste (1996), Edimburgo (2000), Washington (2002), Tóquio (2004), Seul 
(2008) e Fortaleza (2013), assim como as resoluções 466 de 12 de dezembro de 2012 
do CNS-MS, assim como a resolução da diretoria colegiada 56 de 08 de outubro de 
2014 da Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) e posterior resoluções 
complementares.  
Os resultados dos exame médicos e testes laboratoriais realizados durante o 
estudo foram registrados nos formulários de relato de caso, individualmente. A 
totalidade das informações referentes ao estado de saúde dos voluntários ficaram 
disponíveis à equipe do centro de ensaios clínicos, bem como aos representantes do 
patrocinador, membros do CEP e às autoridades regulatórias.  
O centro de ensaios clínicos, o patrocinador, o CEP e as autoridades 
regulatórias estabeleceram  procedimentos a fim de assegurar a confidencialidade, a 
privacidade, a proteção da imagem e a não estigmatização dos voluntários da 
pesquisa, garantindo a não utilização das suas informações em prejuízo das pessoas, 
assim como das comunidades, inclusive em termos de autoestima, de prestígio e/ou 
de aspectos econômico-financeiros.  
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O presente estudo foi aprovado pelo Comitê de ética em Pesquisa (CEP) do 
Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade de São Paulo -ICB/USP descrito no 
parecer número 2.240.328 (anexo 1). 
 
3.1.2 Ressarcimento  
Os voluntários foram ressarcidos no valor de R$1760,00, relativo às despesas 
e tempo despendido durante o estudo. 
  
3.1.3 População em estudo 
Seis voluntários que satisfizeram os critérios de inclusão e não cumpriram os 
critérios de exclusão do estudo, foram inicialmente selecionados para o estudo. 
Destes selecionados, seis participaram da fase de tratamento, onde receberam pelo 
menos uma das formulações a serem estudadas. Um total de seis voluntários 
concluiram o protocolo do estudo, sendo três do sexo masculino e três do sexo 
feminino. A idade dos voluntários variou entre 23 e 52 anos (média = 31.67 anos) O 
peso e a altura variaram entre 50 e 105 kg (média = 68.88 kg) e 1.57 e 1.84 m (média 
= 1.68 m), respectivamente.  
 
3.1.4 Seleção 
Os voluntários foram selecionados dentre aqueles aprovados na fase de 
recrutamento e que cumpriram os critérios de inclusão e exclusão especificados 
previamente para esse estudo. Foi respeitado o limite máximo de três meses entre a 
data de realização dos exames laboratoriais e a data em que foi previsto o início do 
protocolo.  
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3.1.5 Critérios de inclusão 
a) Voluntário deverá consentir com a participação do estudo, assinar e 
datar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, antes da 
realização de qualquer procedimento.  
b) Voluntários do sexo masculino e do sexo feminino com idade igual ou 
superior a 18 anos.  
c) Voluntário possui IMC maior ou igual a 18,5 kg/m2 e menor ou igual a 
28,64 kg/m2.  
d) Voluntário é previamente hígido, ou seja, não tem comorbidades prévias, 
a critério do pesquisador, de acordo com as normas definidas no 
protocolo e avaliações que foram realizadas na seleção (avaliação da 
história clínica, sinais vitais, dados antropométricos, exame físico, ECG 
e exames laboratoriais).  
e) As mulheres com potencial para engravidar deverão fazer uso de 
método contraceptivo seguro e eficaz durante todo o estudo. Se a 
voluntária optar pela abstinência sexual ou praticar algum tipo de relação 
que não tenha riscos de gravidez, o uso do contraceptivo não será 
obrigatório.  
f) As mulheres não devem estar gestantes e nem amamentando. 
 
3.1.6 Critérios de exclusão 
3.1.6.1 Problemas relacionados ao produto sob investigação:  
a) Tem sabidamente hipersensibilidade aos produtos sob investigação ou 
a substâncias relacionadas.  
b) O voluntário possui histórico de reações adversas graves ou 
hipersensibilidade a quaisquer medicações.  
c) O voluntário tem histórico ou possui doenças hepáticas, gastrointestinais 
ou outras condições que possam interferir com a farmacocinética dos 
produtos sob investigação.  
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d) O voluntário utiliza medicações de uso contínuo, exceto o uso de 
anticoncepcionais.  
 
3.1.6.2 Doenças ou problemas de saúde  
a) O voluntário possui antecedentes de doenças hepáticas, pulmonares, 
renais, epilépticas, psiquiátricas ou hematológicas, cardiovasculares de 
qualquer etiologia, que necessite de tratamento farmacológico.  
b) O voluntário apresentou achados eletrocardiográficos anormais 
clinicamente significativos, a critério do pesquisador, que impossibilitam 
a participação no estudo.  
c) Os exames laboratoriais de seleção apresentam anormalidades 
consideradas clinicamente significativas pelo pesquisador.  
 
3.1.6.3 Hábitos  
a) Voluntário é tabagista. 
b) Voluntário consome mais  que cinco xícaras de café ou chá diariamente. 
c) Voluntários possuem hábitos alimentares esdrúxulos, p.ex. veganos. 
d) Voluntário possui antecedente de abuso ou consumo expressivo de 
etanol (> 35g/dia). 
e) Voluntário é usuário de drogas ilícitas.  
 
3.1.6.4 Condições prévias ao estudo em dias ou meses. 
a) Voluntário utilizou  regularmente quaisquer medicações dentro dos 
quinze dias anteriores ao início do estudo, excetuando-se 
anticoncepcionais.  
b) Voluntário utilizou  qualquer medicação no período de sete dias 
anteriores ao início do estudo, exceto o uso de anticoncepcionais ou os 
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casos em que, com base na meia-vida do fármaco e/ou metabólitos 
ativos, possa ser assumida a completa eliminação do mesmo.  
c) Voluntário passou por internação hospitalar por qualquer motivo dentro 
de dois meses anteriores ao início do estudo.  
d) Voluntário realizou tratamento dentro dos seis meses anteriores ao início 
do estudo com qualquer medicamento reconhecidamente tóxico para os 
grandes sistemas orgânicos.  
e) Voluntário participou de qualquer ensaio clínico ou ingeriu qualquer 
produto sob investigação dentro dos seis meses anteriores ao início 
deste estudo.  
f) Voluntário doou ou perdeu quantidade maior ou igual a 450ml de sangue, 
dentro dos três meses que antecederam o início do estudo ou efetuou 
três ou mais doações (se voluntário do sexo feminino, quatro ou mais 
doações) dentro dos doze meses que antecederam o estudo. 
 
3.1.6.5 Condições diversas 
a) O voluntário possui quaisquer condições que impeçam a sua 
participação no estudo. 
b) Voluntária apresenta resultado positivo para teste de β-HCG de seleção 
e/ou teste de urina para gravidez a ser realizado no primeiro dia de cada 
internação ou se encontra em período de amamentação. 
c) Voluntárias que estejam em período de amamentação, que tenham tido 
parto ou abortamento dentro de doze semanas anteriores ao estudo. 
 
3.1.7 Restrições e Proibições: prévias, concomitantes e posteriores ao estudo  
3.1.7.1 Medicações: 
Os voluntários desse estudo foram informados que, excetuando-se o uso de 
anticoncepcionais orais, qualquer medicação, inclusas aquelas vendidas sem a 
necessidade de prescrição médica, não deverão ser utilizadas de forma regular por, 
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no mínimo, duas semanas antes do início do primeiro período do estudo e, mesmo 
que irregularmente, dentro de uma semana antes do início do primeiro período do 
estudo.  
Concomitante a fase do estudo (administrações ou intervalo entre elas) não foi 
permitida a utilização de quaisquer medicações, mesmo as que vendidas sem 
prescrição. Caso ocorra a ingestão de medicações, o Pesquisador avaliou se, levando 
em consideração a meia-vida do fármaco ou seus metabólitos, poderia ser assumida 
eliminação total da medicação, e, consequentemente, não suscite interferência para 
a condução do estudo.  
Em casos emergenciais, incluídos eventos adversos, o Pesquisador pôde optar 
pela administração de medicações consideradas estritamente necessárias para o bem 
estar dos voluntários. O eventual uso de medicação encontra-se registrado 
devidamente nos CRFs individuais. 
  
3.1.7.2 Dieta 
Todos os voluntários receberam um jantar aproximadamente às 20:00 horas e 
terminaram a ceia por volta das 22:00 horas.  
Durante a internação, foi vedada a ingestação de quaisquer alimentos 
(incluindo doces, gomas, chicletes, pastilhas para garganta, salgados ou biscoitos de 
qualquer natureza), além da dieta previamente estipulada pelo protocolo clínico.  
Também foram vedadas, a partir de 12 horas antes da administração até a 
última coleta de sangue de cada período de tratamento, o consumo de cafeína, 
bebidas que contivessem xantina (chá, café ou refrigerante) e bebidas que 
contivessem etanol. Também foi solicitado que os voluntários limitassem o consumo 
de bebidas contendo etanol durante toda a etapa clínica.  
Caso ocorresse a não observância destas restrições, tais descumprimentos 
deveriam ser informados ao investigador clínico para que fosse decidida quanto à 
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permanência do voluntário no estudo e os eventuais fatos e suas características 
deveriam ser devidamente registrados no Formulário de Relato de Caso (CRF).  
 
3.1.7.3 Restrições diversas quanto a Terapias e Condutas  
Solicitou-se que, durante os dias de confinamento, da noite anterior a 
administração até 4 horas posteriormente a administração do produto sob 
investigação, o voluntário evitasse realizar atividades físicas.  
Foi reforçada a proibição do uso de tabaco ou uso de ilícitos, doação de sangue 
e outras restrições que estejam contidas nos critérios de exclusão do estudo.  
Solicitou-se também que a equipe médica seja comunicada caso haja 
sangramento involuntário.  
 
3.1.8 Critérios para a retirada ou descontinuação de voluntários do estudo  
a) Voluntário não deseja permanecer no estudo devido quaisquer razões 
(motivos intrínsecos a pessoa, ocorrência de eventos adversos, etc.).  
b) Falta de aderência às exigências do protocolo por parte do voluntário.  
c) Ocorrência de evento adverso e/ou presença de sinais e sintomas de 
possível toxicidade.  
d) Doença intercorrente que requeira tratamento medicamentoso.  
e) Voluntário possui algum critério de exclusão, identificado em ocasião 
subsequente à inclusão no estudo 
f) Outras condições que, a critério do pesquisador, seja para devida 
manutenção da higidez do voluntário. 
g) Voluntários que vomitem a partir do momento da administração do 
produto sob investigação até o dobro do tempo do Tmáx do teste e/ou 
voluntários com histórico de êmese até 4 horas após a administração 
deverão ser excluídos da análise estatística. (Bioavailability and 
37 
 
 
Bioequivalence Studies for Orally Administered Drug Products – General 
Considerations, Mar, 2003).  
 
3.1.9 Internação dos voluntários 
Todos voluntários do estudo ficaram internados no Hospital Itatiba (Rod. Das 
Estâncias, km 92. Bairro da Ponte Itatiba – SP). A unidade hospitalar possui 
capacidade total de 48 leitos, distribuídos em 2 alas com 24 leitos. A ala de internação 
possui carrinho de emergência e medicações de urgência e emergências disponíveis 
caso ocorram quaisquer eventualidades.  
Os voluntários foram internados no hospital a partir das seis horas da tarde no 
dia anterior em que a medicação de cada período do estudo foi administrada. Após 
ser realizado o registro junto ao hospital os voluntários foram conduzidos até a ala de 
internação, nesse local os pertences dos voluntários foram devidamente 
acondicionados e o jantar foi servido. Os voluntários puderam permanecer na área 
recreativa, observando-se as restrições  prévias com relação a  realização de 
exercícios físicos e  o cumprimento  da programação alimentar específica e descrita 
no protocolo. Os voluntários permaneceram internados por 48 horas após a entrada, 
para a administração da medicação e demais procedimentos previstos no protocolo 
para cada período do estudo.  
Com o intuito de padronização com relação aos grupos do tratamento, a dieta 
(líquidos e sólidos) que foi dada foi a mesma para todos os voluntários em todos os 
períodos.  
Adicionalmente, os voluntários cumpriram restrição hídrica até 120 minutos 
consequentes as administrações dos produtos sob investigação em cada período, 
com exceção ao consumo de um copo (duzentos mililitros) de água no ato da 
administração da medicação.  
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3.1.10 Formulação 
As formulações da L-carnitina deuterada administradas foram fornecidas pela 
BIOLAB SANUS FAMACEUTICA e são mostradas nas tabelas 2, 3 e 4 referindo-se 
respectivamente as doses de 10, 30 e 100 mg. 
Tabela 2 – formulações utilizadas no estudo: dose 10mg 
 
Tabela 3 – formulações utilizadas no estudo: dose 30mg 
 
Tabela 4 – formulações utilizadas no estudo: dose 100mg 
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Por conseguinte, o objetivo primário da Etapa Clínica foi o de selecionar voluntários sadios 
para a administração dos produtos sob investigação e coletar amostras de sangue, a fim de 
possibilitar a quantificação do princípio ativo em questão. 
 
Além disto, este ensaio clínico teve como objetivo secundário a avaliação quanto à 
segurança e tolerabilidade do fármaco em estudo. 
 
3 DESENHO DO ESTUDO 
Este foi um estudo aberto, com único grupo de tratamento, 4 períodos (1 sequência), nos 
quais os voluntários receberam, em cada período distinto, diferentes concentrações dos 
produtos sob investigação. 
As formulações foram administradas em dose única por via oral seguidas de coletas de 
sangue por pelo menos 3 meias-vidas. O intervalo entre os períodos de tratamento 
obedeceu a um tempo mínimo de 7 meias-vidas entre eles (wash-out), que neste caso em 
particular corresponderia a pelo menos 7 dias.  
 
4 LISTA DE ALEATORIZAÇÃO 
Não se aplica 
 
5 MEDICAMENTOS 
5.1 Dados da Formulação Teste 
Tabela 1  
 Formulação Teste 1 
Nome Medicação (Teste): L-carnitina 
Princípio ativo Levocarnitina 
Forma Farmacêutica cápsula 
Dose por unidade 10 mg 
Número de lote B07.834 
Data de Fabricação 14/07/2017 
Prazo de Validade 14/07/2019 
Nome e  
Endereço do Fabricante BIOLAB SANUS FARMACÊUTICA LTDA. 
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Tabela 2  
 Formulação Teste 2 
Nome Medicação (Teste): L-carnitina 
Princípio ativo Levocarnitina 
Forma Farmacêutica cápsula 
Dose por unidade 30 mg 
Número de lote B07.835 
Data de Fabricação 14/07/2017 
Prazo de Validade 14/07/2019 
Nome e  
Endereço do Fabricante BIOLAB SANUS FARMACÊUTICA LTDA. 
 
Tabela 3  
 Formulação Teste 3 
Nome Medicação (Teste): L-carnitina 
Princípio ativo Levocarnitina 
Forma Farmacêutica cápsula 
Dose por unidade 100 mg 
Número de lote B07.836 
Data de Fabricação 14/07/2017 
Prazo de Validade 14/07/2019 
Nome e  
Endereço do Fabricante BIOLAB SANUS FARMACÊUTICA LTDA. 
 
5.2 Amostras de Retenção dos medicamentos do estudo 
Por ocasião da conferência da medicação recebida, foram devidamente separadas e 
armazenadas como Amostras de Retenção embalagens das medicações recebidas. Uma 
unidade de cada formulação foi utilizada para avaliação das propriedades organolépticas e 
comparação dos produtos recebidos.  
Estas amostras foram conservadas desde então na Sala de Armazenamento das Medicações 
do Centro.  
As demais amostras recebidas foram destinadas à administração da medicação aos 
voluntários do Estudo, incluindo, portanto, quantidade extra para contornar eventuais casos 
de perda de medicação.  
Adicionalmente, ao final da Etapa Clínica, todas as amostras remanescentes, originalmente 
destinadas à administração da medicação, foram também conservadas e retidas na Sala de 
Armazenamento das Medicações. 
As informações quanto às quantidades das medicações retidas encontram-se descritas na 
Tabela abaixo. 
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Tabela 2  
 Formulação Teste 2 
Nome Medicação (Teste): L-carnit na 
P incípio ativo Levocarnitina 
Forma Farmacêutica cápsula 
Dos  por unidade 30 mg 
Número de lote B .835 
Data  F bricação 7 
Prazo de Validade 14/07/2019 
Nom  e 
Endereço do Fabricante BIOLAB SANUS FARMACÊUTICA LTDA. 
 
Tabela 3  
 Formulação Teste 3 
Nome Medicação (Teste): L-carnitina 
Princípio ativo Levocarnitina 
Forma Farmacêutica cápsula 
Dose por unidade 100 mg 
Número de lote B07.836 
Data de Fabricação 14/07/2017 
Prazo de Validade 14/07/2019 
Nome e  
Endereço do Fabricante BIOLAB SANUS FARMACÊUTICA LTDA. 
 
5.2 Amostras de Retenção dos medicamentos do estudo 
Por ocasião da conferência da medicação recebida, foram devidamente separadas e 
armazenadas como Amostras de Retenção embalagens das medicações recebidas. Uma 
unidade de cada formulação foi utilizada para avaliação das propriedades organolépticas e 
comparação dos produtos recebidos.  
Estas amostras foram conservadas desde então na Sala de Armazenamento das Medicações 
do Centro.  
As demais amostras recebidas foram destinadas à administração da medicação aos 
voluntários do Estudo, incluindo, portanto, quantidade extra para contornar eventuais casos 
de perda de medicação.  
Adicionalmente, ao final da Etapa Clínica, todas as amostras remanescentes, originalmente 
destinadas à administração da medicação, foram também conservadas e retidas na Sala de 
Armazenamento das Medicações. 
As informações quanto às quantidades das medicações retidas encontram-se descritas na 
Tabela abaixo. 
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3.1.11 Coleta de amostras de sangue 
A coleta de sangue se deu através da introdução de cateter  em veia superficial 
do antebraço do voluntário, e a fim de se manter sua patência, foi injetado o 
equivalente a um mL de solução de heparina.  
A mensuração dos níveis plasmáticos do princípio ativo do medicamento se 
deu pela coleta de amostras de seis mililitros de sangue, de acordo com o quadro a 
seguir: 
Quadro 1 – tempo das coletas das amostras 
 
 
No ato da coleta, aproximadamente um mililitro de sangue foi coletado e 
descartado com o intuito da eliminação da heparina e, depois disso, foi feita a coleta 
da amostra de sangue objetivada. Após isso, realizava-se novamente a heparinização 
do acesso venoso com a injeção de 1 mL de solução de heparina para manutenção 
de sua patência.  
Antes do primeiro período do estudo foi coletada uma alíquota de sangue 
equivalente a 40 mililitros, a fim de se controlar individualmente o método. Nas 
ocasiões subsequentes, as amostras de sangue com volume de seis mililitros foram 
coletadas, com o uso de seringas descartáveis, sendo a matriz biológica transferida 
de imediato para tubos com identificação prévia e heparinizados. Com o intuito de 
dirimir a possibilidade de potencial equívoco em relação ao tubo utilizado, foi feita a 
transferência de uma etiqueta de identificação de cada tubo para o local apropriado 
do CRF, isso foi feito em cada coleta individualmente realizada.  
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7.3.1 Coleta de Amostras 
Durante a seleção, serão coletados 11mL de sangue para avaliação dos critérios de elegibilidade 
do studo. Apenas no primeiro período de internação, após pelo menos oit  horas de jejum, será 
coletada uma amostra de sangue de 40 mL para controle individual e curvas padrões. 
Posteriormente, serão coletadas 18 (dezoito) amostras de 5,75 mL1 em cada período, em tubos 
contendo 50 μL de heparina (5000 IU/mL), de acordo com a programação a seguir, para dosagem de 
L-carnitina. 
Amostra pré administração Imediatamente antes (dentro de 1 hora) da administração do 
produto sob investigação 
Amostras pós administração 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 18, 24, 36, 48 e 60 horas após a 
administração do produto sob investigação 
 
Após cada período de internação, serão coletados 5 mL2 de sangue para realização dos exames 
intra e pós-estudo. Um total de aproximadamente 490 mL de sangue será coletado durante os quatro 
períodos do estudo, incluindo o volume de sangue coletado para os exames pré-administração e pós-
estudo. 
A coleta das amostras será feita através de cateter heparinizado introduzido em veia superficial 
do antebraço do voluntário. Após a coleta de cada amostra, o cateter será lavado com 1 mL de 
solução de heparina sódica (5000 IU/mL). 
Deverá ser registrado, nos FRCs, o tempo real absoluto de coleta de cada amostra de sangue 
usando-se um relógio de 24 horas. Também deverá ser registrado o tempo real absoluto da 
administração do produto sob investigação, para que se possa computar o intervalo real de tempo 
existente entre a administração do produto sob investigação e as respectivas coletas. Eventuais 
perdas de coleta de amostras também deverão ser registradas e devidamente reportadas como 
desvio de protocolo. As amostras coletadas deverão permitir a identificação inequívoca do estudo, 
do voluntário (código de identificação), do período e do horário de coleta no estudo. 
Caso algum voluntário não tenha pelo menos 90% dos tempos de coleta efetivamente coletados, 
esse será retirado do estudo e as amostras não serão objeto de quantificação, conforme Res 1170, 
de 19 de abril de 2006. 
A tabela a seguir apresenta um resumo de todas as coletas de sangue a serem realizadas durante 
o estudo, inclusive as coletas que serão destinadas para fins de avaliação de segurança. 
                                                          
1 Uma vez que esta emenda foi implementada após o 1º período de internação, a coleta de amostras no 1º período foi 
de 6mL, modificando-se para 5,75 mL nos períodos subsequentes. Esta pequena alteração no mesmo volume de sangue 
a ser coletado durante o estudo visa manter o mesmo volume total de sangue a ser coletado, ou seja, 490 mL. A 
redução de 6 mL para 5,75 mL não tem impacto prático do ponto de vista do volume de plasma necessário para a etapa 
analítica, já que a diferença quanto ao volume de plasma obtido após o processamento é apenas de cerca de 0,15 mL 
de plasma, o que se encontra dentro da margem de tolerância/variabilidade, já considerada em função das 
características do método. 
2 O volume a ser efetivamente coletado pelo laboratório de análises clínicas é de 5 mL 
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3.1.12 Manipulação, processamento e transporte das amostras 
Seguindo-se as coletas, as amostras de sangue foram levadas até a sala 
dedicada ao armazenamento e processamento, após isso foi realizada a centrifugação 
a uma rotação equivalente a 2000 G durante dez minutos. Após as amostras serem 
centrifugadas para separação do plasma, este  foi transferido para um tubo criogênico, 
devidamente identificado. A transferência para o tubo correto foi controlada através 
da identificação dos tubos utilizando-se códigos de barra. Após a conclusão da 
conferência dos procedimentos de transferência, os tubos criogênicos foram 
armazenados em freezer adequado para armazenamento de amostras biológicas, 
localizado na respectiva unidade onde houve a internação e mantidos em temperatura 
constante de cerca de -20 graus Celsius, assegurada por termômetro previamente 
calibrado.  
 
3.1.13 Segurança 
Com o intuito de acompanhamento de segurança, os voluntários foram 
devidamente acompanhados no decorrer do estudo, para que pudesse ser detectada 
a ocorrência de possíveis eventos adversos.  
Um evento adverso é definido, segundo a ANVISA, como alguma ocorrência 
médica adversa, em paciente ou participante de ensaio clínico para quem foi 
administrado um produto farmacêutico, e que não necessariamente tenha uma 
relação causal com o respectivo tratamento. Desse modo, um evento adverso pode 
ser um sinal, sintoma ou doença que não necessariamente (incluindo-se resultados 
além da faixa de referência) associado com o uso de um produto sob investigação, 
sendo relacionado a ele ou não. 
Um evento adverso é grave quando pode resultar em experiências adversas 
com medicações, produtos de origem biológica ou dispositivos, que ocorram em doses 
distintas e resultem em quaisquer dos desfechos abaixo descritos:  
a) Leva ao óbito; 
b) gere ameaça à vida; 
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c) incapacidade/invalidez persistente ou significativa; 
d) exija internação hospitalar ou prolongue internação prévia; 
e) promova anomalia congênita, suscite ou aumente o risco fetal; 
f) leve a procedimento cirúrgico de urgência; 
g) possa gerar comprometimento irreversível de função. 
A “ameaça à vida” é atribuída a condições que, efetivamente encontradas no 
momento da ocorrência do evento, suscitem intervenção imediata para evitar 
ocorrência de quaisquer dos desfechos listados acima, não se referindo à situação 
hipotética de possibilidade de “ameaça à vida” caso o evento fosse mais grave.  
Todos os voluntários, mesmo aqueles que se desistirem da participação no 
estudo, após a administração de pelo menos uma dose de um produto sob 
investigação, devem ser clinicamente reavaliados, incluindo aferição de sinais vitais, 
realização de exame físico, eletrocardiograma e exames laboratoriais idênticos aos 
realizados na fase de pré-estudo (excetuando-se as sorologias e protoparasitológico 
de fezes). A reavaliação clínica deverá ser realizada após a disponibilização dos 
resultados do eletrocardiograma e dos respectivos exames. Os resultados obtidos, 
sem exceção, deverão ser relatados nos FRC individuais dos respectivos voluntários. 
Além do relato espontâneo de eventos adversos por parte do voluntário ou 
identificados por simples observação por parte do centro de ensaios clínicos, o 
pesquisador deverá registrar e avaliar as seguintes variáveis, visando a detecção de 
eventos adversos:  
a) Sinais vitais (frequência cardíaca, pressão arterial e temperatura) 
aferidos no decorrer das internações;  
b) Resultados laboratoriais (análise hematológica, análise bioquímica e 
urinária) e ECG, obtidos no término do estudo e posteriormente 
avaliados de forma comparativa com os resultados obtidos na fase de 
seleção dos voluntários;  
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3.1.13.1 Procedimentos de segurança no decorrer do estudo 
Nos dias de administração dos produtos sob investigação, em cada um dos 
períodos, os voluntários permaneceram internados durante as horas que seguiram à 
administração dos produtos sob investigação e foram monitorados  pelo pesquisador 
responsável e/ou membros de sua equipe, em toda a extensão do estudo, a fim de 
detectar eventos adversos, incluindo possíveis sinais e sintomas advindos de 
toxicidade.  
Os voluntários foram devidamente informados sobre os possíveis efeitos 
adversos, assim como sobre a necessidade de comunicação imediata caso ocorra 
quaisquer ocorrências médicas indesejadas ao pesquisador e/ou a sua equipe. 
Quaisquer eventos adversos, que ocorrerem fora dos períodos de internação, ou seja, 
período no qual o voluntário não esteja sob supervisão médica direta, também devem 
ser comunicados imediatamente à equipe do centro de ensaios clínicos (por telefone, 
por exemplo).  
 
3.1.13.2 Procedimentos de segurança após o estudo 
No ato da alta da última internação, todos os voluntários foram devidamente 
orientados para que não doassem sangue por pelo menos 90 dias e tampouco 
participassem de quaisquer outros estudos clínicos com medicamentos, por um ano, 
ou estudos de biodisponibilidade relativa/bioequivalência pelo período de, no mínimo, 
seis meses. Os voluntários, mesmo os que desistirem da participação no estudo após 
a administração de pelo menos uma dose dos produtos sob investigação, deverão ser 
reavaliados, incluindo a aferição dos sinais vitais, realização de exame físico, 
eletrocardiograma  e exames laboratoriais idênticos aos realizados na fase de pré-
estudo (exceto testes sorológicos e parasitológico de fezes). A reavaliação clínica 
deverá ser realizada após a disponibilização dos os resultados do eletrocardiograma 
e dos exames laboratoriais. Os resultados obtidos, sem exceção deverão ser 
relatados nos FRC individuais dos respectivos voluntários.  
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Caso o voluntário não concorde ou não participe para a realização destes 
procedimentos, o fato deve ser devidamente documentado.  
 
3.1.14 Notificação de eventos adversos: 
O pesquisador responsável e/ou sua equipe fizeram perguntas aos voluntários 
para identificar a ocorrência de possíveis eventos adversos. As perguntas eram 
limitadas a perguntas gerais, tais como: “Você está se sentindo como?” Os 
questionamentos dos voluntários ocorreram, pelo menos, aproximadamente às 0h, 
4h, 8h, 12h e 24 horas seguintes a administração dos produtos sob investigação.  
Os voluntários foram orientados a relatar qualquer evento adverso. Foram 
também orientados a notificar o pesquisador e/ou a sua equipe, caso fosse necessário 
utilizar qualquer medicação que não previamente descrita.  
Qualquer evento adverso deveria ser registrado em detalhes na seção 
apropriada para relato de evento adversos do Formulário de Relato de Caso 
(CRF)(Anexo 3).  
Caso houvesse o aparecimento de eventos adversos considerados graves, 
estes deveriam também ser reportados ao patrocinador, através do formulário de 
relato de evento adverso grave. Os detalhes deveriam conter a descrição do evento, 
utilizando terminologia médica, informar a data de início, duração, intensidade, relação 
causal e as ações médicas tomadas para tratar/resolver o evento adverso, assim 
como informações sobre o desfecho e quaisquer outros dados  que, a critério do 
pesquisador, sejam relevantes. O pesquisador deveria, nessa condição escrutinizar 
cada evento adverso e avaliar sua relação com o produto sob investigação. O 
pesquisador ficou encarregado por reportar todos os eventos adversos graves que 
pudessem ocorrer durante o estudo em até 24 horas, contadas do momento de 
conhecimento do evento adverso, para o patrocinador e comunicar oportunamente 
estes eventos adversos ao Comitê de Ética em Pesquisa (CEP). 
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3.1.15 Ocorrência de efeitos adversos graves: 
Os eventos adversos graves inesperados, cuja relação com o produto sob 
investigação seja possível, provável ou definida, serão notificados à ANVISA pelo 
patrocinador, de acordo com as recomendações estabelecidas no “Manual para 
Notificação de Eventos Adversos e Monitoramento de Segurança em Ensaios 
Clínicos”, conforme descrito no capítulo VII da RDC 09/2015.  
Adicionalmente, o guia para boas práticas clínicas da ICH estabelece:  
a) O pesquisador responsável deve seguir a legislação vigente no país, no 
que diz respeito ao relato de reações adversas graves inesperadas. O 
pesquisador responsável deverá avaliar a relação causal de todos os 
eventos adversos graves com o produto sob investigação e se os 
mesmos são esperados ou inesperados, baseando-se nas informações 
de segurança dos produtos sob investigação;  
b)  O Comitê de Ética em Pesquisa deve ser informado sobre a ocorrência 
de quaisquer reações adversas graves inesperadas ocorridas durante o 
estudo;  
c) O patrocinador deve expedir o relato de reações adversas graves e 
inesperadas a todos os pesquisadores responsáveis que estejam 
conduzindo estudos com o produto sob investigação em questão, e às 
autoridades regulatórias.  
 
3.1.16 Acompanhamento dos voluntários caso ocorram efeitos adversos 
É do pesquisador a responsabilidade de garantir que os voluntários envolvidos 
no estudo sejam adequadamente tratados caso ocorra qualquer evento adverso, se 
necessário. Os eventos adversos deverão ser acompanhados através da realização 
de exames laboratoriais (caso seja indicado) até a normalização dos parâmetros 
previamente alterados. Este acompanhamento pode perdurar mesmo após o o 
término do estudo. 
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A equipe clínica do centro de ensaios clínicos deverá monitorar a segurança 
dos voluntários, a partir da ocorrência de um evento adverso até a sua 
resolução/recuperação satisfatória. Desta forma, poderão ser necessárias visitas 
adicionais às inicialmente previstas e realização de testes laboratoriais (quando 
apropriado), mesmo depois que o estudo tenha sido completado, ou seja, após a alta 
da unidade clínica.  
 
3.2 Etapa analítica 
3.2.1 Método e validação 
As concentrações plasmáticas de L-carnitina deuterada serão dosadas por 
métodos analíticos específicos e validados, baseados em cromatografia líquida de alta 
pressão acoplada à espectrometria de massa (LC-MS/MS).  
Os critérios adotados pela unidade analítica para considerar um método como 
validado estão definidos no POP “BAN PRO 19 – Validação de Método de Ensaio” e 
encontram-se de acordo com os parâmetros exigidos pela ANVISA, conforme 
Resolução da Diretoria Colegiada n.o 27, de 17 de maio de 2012) e pelo Guia do FDA 
(Food and Drug Administration) dos Estados Unidos. Os parâmetros a serem 
avaliados são especificidade/seletividade, precisão, exatidão, carry-over, robustez, 
recuperação, linearidade e estabilidade. O relatório de validação do método analítico, 
bem como a respectiva descrição, serão fornecidos por ocasião da conclusão do 
estudo.  
 
3.2.1.1 Validação pré-estudo 
Uma validação pré-estudo foi realizada antes que as amostras sejam 
quantificadas. Caso a validação do método tenha sido realizada em um estudo 
anterior e venha a ser utilizado o mesmo método analítico e o mesmo sistema, a 
validação do método anterior poderá ser referenciada. As mudanças no método, tais 
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como definidas no Guia do FDA (US-FDA Guidance for Industry on Bioanalytical 
Method Validation) devem ser seguidas, conforme descrito:  
a) Na circunstância da interrupção da utilização do método e esta não 
exceda seis meses, é aceita uma validação parcial realizando, pelo 
menos, um reteste no mesmo dia da acurácia, precisão e curva de 
calibração, de acordo com as práticas descritas no Guia da FDA;  
b) Na circunstância da interrupção do método por mais de seis meses, 
deverá ser realizada uma nova pré-validação (completa);  
c) Na circunstância da não interrupção do método, não se faz necessária a 
realização de nova validação de novo;  
Os procedimentos da validação deverão, também, refletir as diretrizes e 
requerimentos nacionais em vigor.  
 
3.2.1.2 Controle de qualidade: 
A mensuração amostral será controlada por meio de curvas de calibração 
cobrindo a faixa de mensuração e através de controles de qualidade.  
 
3.2.1.3 Descrição do método 
A L-carnitina D3 (Figura 5), foi extraída do plasma humano e foi analisada por 
associação da cromatografia líquida de alta performance a espectrometria de massas 
com Electrospray positivo e modo de detecção MRM (Certificado de análise está no 
anexo 3). 
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Figura 5 – L-carnitina deuterada utilizada no estudo 
A metodologia utilizada para determinação de L-carnitina D3 plasmática foi 
cromatografia líquida de alta performance acoplada à espectrometria de massas, com 
ionização em Electrospray positivo monitorando os íons resultantes da fragmentação 
do L-carnitina D3.  
A L-carnitina D3 foi analisada após a extração tipo líquido-líquido de plasma 
humano. A cromatografia líquida de alta performance foi realizada utilizando- se uma 
coluna Alltech prevail C8 5um 150mmx 4.6mm a um fluxo de 1 mL/min de fase móvel 
composta de: Acetonitrila/Metanol/Água 35/15/50; v/v/v + 10 mM de Acetato de 
Amônio.  
A detecção das massas foi realizada monitorando-se os íons resultantes no modo 
MRM (Monitoramento de Reações Múltiplas) e o aparelho foi ajustado para as 
seguintes transições: 165.30 > 85.00 para a L-carnitina D3 , sendo que o tempo de 
retenção foi de 1.59 ± 0.3 minutos para o analito.  
 
3.2.1.4 Instrumentos 
Os instrumentos utilizados para o manejo das amostras estão descritos na 
tabela abaixo: 
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Resumo do Método Analítico 
 Determinação de L-Carnitina D3 em plasma humano por LC-MS/MS 
L-Carnitina D3 (A. Fig.1) foi extraído de plasma humano e analisados por combinar LC-
MS/MS com Electrospray positivo e modo de detecção MRM. 
 
 
                                   
 
 
             
A 
 
 
x Figura 1: Estrutura química de L-Carnitina D3(A).
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Tabela 5 – instrumentos utilizados para o manejo das amostras 
 
 
• Componentes da HPLC 
Os componentes da HPLC bem como o de sistema de dados são mostrados na 
tabela abaixo: 
Tabela 6 – componentes utilizados na HPLC, bem como o de sistema de dados 
 
 
• Padrões analíticos 
A fim de conduzir os testes, a qualidade dos padrões de referência usados na 
preparação das soluções foi avaliada.  
Encontram-se registrado na tabela que segue, a origem e o número de lote do 
padrão analítico utilizado.  
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1 Capítulo I – Protocolo de Ensaio 
1.1 SEGURANÇA 
Dentro do laboratório deve-se utilizar jaleco, óculos de segurança e luvas 
durante todos os procedimentos e ao manusear soluções biológicas. Os 
códigos de segurança do laboratório devem ser seguidos e os 
procedimentos apropriados, adotados para eliminar resíduos químicos e 
biológicos. 
 
1.2 MATERIAIS 
O método requer os seguintes instrumentos, padrões analíticos, reagentes 
e espécimes biológicos. Os instrumentos, os padrões analíticos e/ou os 
reagentes de outros fabricantes, com uma especificação equivalente, 
podem substituir os que se encontram listados. 
 
1.2.1 Instrumentos 
 A maioria dos instr mentos requeridos está listada na tabela 2. 
Instrumentos 
Pipetas automáticas ajustáveis (P200, P1000 e P10000) 
Ponteiras plásticas descartáveis – Labtip amarela 
(escala 5 – 200 µL) e Labtip azul (escala 200 – 1000 µL) 
Tubos teste de vidro descartáveis 120 x 12 mm 
Tubos teste de vidro descartáveis 75 x 12 mm 
Eppendorf – pipetas de repetição 
Tubos Falcon de 50 e 15 mL de capacidade 
Placa de PCR 
Misturador Vortex  
Balança analítica 
x Tabela 2 – Instrumentos. 
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 HPLC componentes: 
Componente Fabricante/País Modelo 
Cromatografia líquida Agilent,Germany G1311A / DE40928642 
Forno de Coluna Agilent,Germany G1316A / DE03018295 
Auto injetor CTC Analytics, Suiça CTC HST PAL/ 110695 
Espectômetro de massa Micromass/Waters/UK Quattro Micro SN: QAA33A 
Fonte Micromass/Waters/UK 33058 
Sistema de dados Micromass/Waters/UK Masslynx 4.0 
x Tabela 3 – Componentes. 
1.2.2 Padrões Analíticos 
A fim de conduzir os testes, a qualidade dos padrões de referência 
usados na preparação das soluções foi avaliada. Encontram-se 
registrado na tabela que se segue a origem e o número de lote dos 
padrão analítico utilizado. Uma cópia do certificado de análise para o 
analito está anexada no apêndice 3.1. 
Padrão Propósito Fabricante Lote # 
Data de 
validade 
Origem  
L-Carnitina D3 Analito TRC 17-SBT-112-3 Retest, dez/2019 2 
* 1- Certificado de padrão de referência USP e EP; 2 – Padrão comercialmente fornecido; 3 – Sintetizado por  laboratório analítico. 4 – Fornecido por  industria 
farmacêutica; 5 – Padrão revalidado. 
x Tabela 4 – Informações dos padrões de referência 
 
1.2.3 Reagentes 
Reagente Descrição 
Acetonitrila Grau HPLC  
Água Milli-Q Grau HPLC 
Metanol Grau HPLC 
Acetato de Amônio Grau Análises 
x Tabela 5 – Reagentes 
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Tabela 7 – padrão analítico utilizado 
 
 
• Reagentes 
Já os reagentes utilizados e a descrição foram resumidas na tabela: 
Tabela 8 – reagentes utilizados 
 
 
• Espécime biológica 
A fim de que a especificidade seja testada, as amostras em branco do plasma 
humano foram obtidas de quatro indivíduos (pool) sob as seguintes circunstâncias:  
Tabela 9 – espécimes biológicos utilizadas 
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 HPLC componentes: 
Componente Fabricante/País Modelo 
Cromatografia líquida Agilent,Germany G1311A / DE40928642 
Forno de Coluna Agilent,Germany G1316A / DE03018295 
Auto injetor CTC Analytics, Suiça CTC HST PAL/ 110695 
Espectômetro de massa Micromass/Waters/UK Quattro Micro SN: QAA33A 
Fonte Micromass/Waters/UK 33058 
Sistema de dados Micromass/Waters/UK Masslynx 4.0 
x Tabela 3 – Componentes. 
1.2.2 Padrões Analíticos 
A fim de conduzir os testes, a qualidade dos padrões de referência 
usados na preparação das soluções foi avaliada. Encontram-se 
registrado na tabela que se segue a origem e o número de lote dos 
padrão analítico utilizado. Uma cópia do certificado de análise para o 
analito está anexada no apêndice 3.1. 
Padrão Propósito Fabricante Lote # 
Data de 
validade 
Origem  
L-Carnitina D3 Analito TRC 17-SBT-112-3 Retest, dez/2019 2 
* 1- Certificado de padrão de referência USP e EP; 2 – Padrão comercialmente fornecido; 3 – Sintetizado por  laboratório analítico. 4 – Fornecido por  industria 
farmacêutica; 5 – Padrão revalidado. 
x Tabela 4 – Informações dos padrões de referência 
 
1.2.3 Reagentes 
Reagente Descrição 
Acetonitrila Grau HPLC  
Água Milli-Q Grau HPLC 
Metanol Grau HPLC 
Acetato de Amônio Grau Análises 
x Tabela 5 – Reagentes 
 
 
GALENO RESEARCH UNIT L-CARNITINA D3  PROT  ANALÍTICO E RELATÓRIO DE VALIDAÇÃO DE MÉTODO 
                                            Página 7 de 58  VR _METGRU006/17V1-05012018 
*5/1/2018/150200* *VRMETGRU006/17V105012018* 
 
 HPLC componentes: 
Componente Fabricante/País Modelo 
Cromatografia líquida Agilent,Ger any G1311A / DE40928642 
Forno de C luna Agilent,Germany G1316A / DE 3018295 
Auto injetor CTC Analytics, Suiça CTC HST PAL/ 110695 
Espectômetro de massa Micromass/Waters/UK Quattro Micro SN: QAA33A 
Fonte Micromass/Waters/UK 33058 
Sistema de dados Micromass/Waters/UK Masslynx 4.0 
x Tabela 3 – Componentes. 
1.2.2 Padrões Analíticos 
A fim de conduzir os testes, a qualidade dos padrões de referência 
usados na prep ração das soluções foi avaliada. Encontram-se 
registrado na tabela que se segue a origem e o número de lote dos 
padrão analítico utilizado. Uma cópia do certificado de análise para o 
analito está anexada no apêndice 3.1. 
Padrão Propósito Fabricante Lote # 
Data de 
validade 
Origem  
L-Carnitina D3 Analito TRC 17-SBT-112-3 Retest, dez/2019 2 
* 1- Certificado de padrão de referência USP e EP; 2 – Padrão comercialmente fornecido; 3 – Sintetizado por  laboratório analítico. 4 – Fornecido por  industria 
farmacêutica; 5 – Padrão revalidado. 
x Tabela 4 – Informações dos padrões de referência 
 
1.2.3 Reagentes 
Reagente Descrição 
Acetonitrila Grau HPLC  
Água Milli-Q Grau HPLC 
Metanol Grau HPLC 
Acetato de Amônio Grau Análises 
x Tabela 5 – Reagentes 
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1.2.4 Espécime b ológica 
Para testar a especificidade, as amostras em branco do plasma 
humano foram obtidas de quatro indivíduos (pool) sob as seguintes 
circunstâncias: 
Descrição Origem Lote # 
Plasma humano normal Galeno Unidade analítica, Brasil 
Pool Galeno 01017 
Pool Galeno 01117 
Pool Galeno 01217 
Pool Galeno 01317 
Plasma humano lipêmico Galeno Unidade analítica, Brasil 
Pool Galeno LP 00115 
Pool Galeno LP 00215 
Plasma humano Hemolisado Galeno Unidade analítica, Brasil 
Pool Galeno HM 00216 
Pool Galeno HM 00316 
x Tabela 6 – Matriz biológica 
1.3 PREPARAÇÃO DE SOLUÇÕES 
1.3.1 Master Solutions 
Todas as soluções são preparadas em balões volumétricos (10 mL) 
corretamente etiquetados e armazenados à 4°C e substituídos após 
o período especificado no Capítulo III, seção 3.6. 
A exatidão para pesar os padrões é de ± 0.1mg. Todas as pesagens 
e diluições adicionais são registradas em um logbook da balança e 
na cadeia de custódia do padrão analítico utilizado. 
Nota: 
Se o composto for um sal (por exemplo: sódio) e/ou um hidreto, será 
calculado e pesado o seu equivalente acido. 
Baseado na informação específica do teste de estabilidade, as soluções 
devem ser feitas recentemente e substituídas diariamente. Também 
recomenda-se monitorar com cuidado os materiais para verificar se 
os padrões necessitam ser substituídos durante o dia devido a uma 
degradação visível. 
 
1.3.1.1 Procedimento geral para a preparação da Master Solution de 
L-Carnitina D3 para a preparação da Curva de Calibração, 
CQ’S e LIQ. 
Pesar exatamente e separadamente uma quantidade apropriada 
de L-Carnitina D3 em balões volumétricos (10 mL) e introduzir 
com pipeta automática, calibrada, quantidade apropriada de 
metanol/água (50/50; v/v).  Homogeneizar bem a solução e 
assegurar que esta seja a concentração final da solução. 
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3.2.1.5 Preparação das soluções 
• Master solutions 
As soluções, em sua totalidade, foram preparadas em balões volumétricos (10 
mL) etiquetados e sendo feito o armazenamento a 4°C, sendo posteriormente 
substituídos após o período predeterminado. A exatidão para pesar os padrões foi de 
± 0.1mg. As pesagens e diluições adicionais foram devidamente registradas em um 
logbook da balança e na cadeia de custódia do padrão analítico que foi utilizado.  
 
• Procedimento geral para a preparação da Master Solution de L-Carnitina D3 a 
fim de se preparar a Curva de Calibração, CQ’S e LIQ e working solutions 
Foram pesados exatamente e separadamente uma quantidade apropriada de 
L-carnitina D3 em balões volumétricos (10 mL) e foram introduzidos com pipeta 
automática, calibrada, uma quantidade apropriada de metanol/água (50/50; v/v). A 
solução foi devidamente homogeneizada e foi atestado que esta tenha sido a 
concentração final da solução.  
Com o intuito de que sejam cumpridos os requisitos do pré-estudo e a validação 
do método, as seguintes Working Solutions foram preparadas através das Master 
Solutions correspondentes. Foi adotada temperatura de armazenamento e a política 
de substituição idêntica para as Master Solutions e para as Working Solutions.  
A concentração final, os detalhes resultantes do volume, da diluição e da 
origem da solução são apresentados em cada uma das seguintes tabelas.  
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• Preparo de working solution de L-carnitina D3 para a solução padrão 
Tabela 10 – preparo das working solutions de L-carnitina D3 utilizadas 
 
 
• Preparo das workings solutions de L-carnitina D3 para as amostras de CQs e 
LIQ 
Tabela 11 – preparo das working solutions para as amostras de CQ’s e LIQ 
 
 
 
• Solução utilizada para Fase Móvel: Acetonitrila/ Metanol/ Água (35/15/50; v/v) 
+ 10mM de Acetato de Amônio. 
Em frascos de medição distintos foram medidos 350 mL de acetonitrila, 150 mL 
de metanol e 500 mL de água Milli-Q. Devidamente transferida para o frasco de 
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1.3.2 Working Solutions 
A fim de cumprir as necessidades para o pré-estudo e a validação 
do método, as seguintes Working Solutions foram preparadas 
através das Master Solutions correspondentes. A mesma 
temperatura de armazenamento e a política de substituição definida 
para as Master Solutions devem ser seguidas com as Working 
Solutions. 
A concentração final, os detalhes resultantes do volume, da diluição 
e da origem da solução são apresentados em cada uma das 
seguintes tabelas. 
 
1.3.2.1 Preparo de Working Solution de L-Carnitina D3para Curva 
Padrão 
Diluente: Metanol/Água (50/50; v/v) 
 
Conc. 
Final  
(ng/mL) 
Solução de origem: M1P1 
26/08/2017  Volume de 
Diluente 
(mL) 
Volume 
Final 
(mL) 
Fator de 
Diluição Volume 
adcionado 
 (mL) 
Concentração 
(ng/mL) 
METGRU00617M1P1WC1-01 100000 1.086 921200 8.914 10 9 
METGRU00617M1P1WC1-02 10000 1.000 100000 9.000 10 10 
METGRU00617M1P1WC1-03 7000 7.000 10000 3.000 10 1.4 
METGRU00617M1P1WC1-04 5000 5.000 10000 5.000 10 2.0 
METGRU00617M1P1WC1-05 2000 4.000 5000 6.000 10 3 
METGRU00617M1P1WC1-06 1000 5.000 2000 5.000 10 2 
METGRU00617M1P1WC1-07 500 5.000 1000 5.000 10 2 
METGRU00617M1P1WC1-08 200 4.000 500 6.000 10 3 
METGRU00617M1P1WC1-09 100 5.000 200 5.000 10 2 
x Tabela 7 – Preparo de Working Solutions de L-Carnitina D3 para curva padrão. 
 
 
 
 
 
 
GALENO RESEARCH UNIT L-CARNITINA D3  PROTOCOLO ANALÍTICO E RELATÓRIO DE VALIDAÇÃO DE MÉTODO 
                                            Página 10 de 58  VR _METGRU006/17V1-05012018 
*5/1/2018/150200* *VRMETGRU006/17V105012018* 
1.3.2.2 Preparo de Working Solution de L-Carnitina D3 para as 
amostras de CQs e LIQ 
Diluente: Metanol/Água (50/50; v/v) 
 Conc. Final  (ng/mL) 
Solução de origem: M1P1 
26/08/2017 Volume de 
Diluente 
(mL) 
Volume 
Final 
(mL) 
Fator de 
Diluição Volume 
adcionado 
 (mL) 
Concentração 
(ng/mL) 
METGRU00617M1P1WQ1-01 16000 1.600 100000 8.40 10 6 
METGRU00617M1P1WQ1-02 8000 4.000 16000 4.00 8 2 
METGRU00617M1P1WQ1-03 6000 6.000 8000 2.00 8 1.3 
METGRU00617M1P1WQ1-04 1500 2.000 6000 6.00 8 4 
METGRU00617M1P1WQ1-05 300 1.600 1500 6.40 8 5 
METGRU00617M1P1WQ1-06 100 2.667 300 5.33 8 3 
x Tabela 8 – Preparo de Working Solutions de L-Carnitina D3 para as amostras de CQs 
e LIQ. 
1.3.3 Preparo de Outras Soluções 
Todas as soluções são preparadas a fresco. 
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armazenamento. As soluções devem ser transferidas cuidadosamente para o frasco 
de armazenamento Schott de 1000 mL. Adicionado 10 mL da solução de acetato de 
amônio 1M. Realizar agitação até total homogeneização. A solução foi devidamente 
filtrada. Esta preparação foi realizada em capela com exaustão. A solução foi levada 
ao desgaseificador por no mínimo 10 minutos.  
 
• Solução de Lavagem: Metanol/ Água (30/70; v/v)  
Em frascos de medição distintos foram mensurados 300 mL metanol e 700 mL 
de água Milli-Q. Transferidos para o frasco de armazenamento. As foram transferidas 
cuidadosamente para o frasco de armazenamento Schott de 1000 mL e filtradas. Esta 
preparação foi realizada em capela com exaustão. Foi levada a solução ao 
desgaseificador por no mínimo 10 minutos.  
 
• Solução de Extração: Metanol/Acetonitrila (50/50; v/v)  
Em frascos de medição distintos foram medidos 500 mL de metanol, e 500 mL 
de acetonitrila. Transferidos para o frasco de armazenamento. As soluções foram 
cuidadosamente transferidas para o frasco de armazenamento Schott de 1000 mL e 
agitadas até total homogeneizaçãoalém de devidamente filtradas. Esta preparação foi  
realizada em capela com exaustão. A solução foi levada ao desgaseificador por no 
mínimo 10 minutos.  
 
• Solução de Acetato de Amônio 1M  
Foram pesados 77g de acetato de amônio. Transferidos para o frasco de 
armazenamento. Adicionados 1000 mL de Água Milli-Q . As soluções foram 
cuidadosamente transferidas para o frasco de armazenamento Schott de 1000 mL e 
agitadas até total homogeneização Esta preparação também foi realizada em capela 
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com exaustão. Posteriormente a solução foi levada ao desgaseificador por no mínimo 
10 minutos.  
 
3.2.1.6 Preparação para curva de calibração 
A curva de calibração consiste em duas amostras em branco (amostra de matriz 
processadas sem padrão interno) e amostras padrão de plasma (não-zero), em 
duplicata, desse modo, possibilitando a cobertura da faixa prevista das concentrações 
a serem quantificadas. A curva de calibração foi preparada com plasma humano 
controle e com a Working Solution preparada para a curva de calibração contendo o 
analito a ser quantificado. 
As concentrações específicas dos pontos do analito e os detalhes que 
resultaram das soluções padrão usadas são descritos na tabela subsequente. As 
curvas da calibração em sua totalidade foram preparadas a partir das Working 
Solutions e os detalhes correspondentes da solução também são mostrados.  
Tabela 12 – Concentrações específicas dos pontos do analito e detalhes das soluções padrão 
utilizadas 
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prevista. Consequentemente, estas concentrações são relacionadas com 
o regime de dose para o qual este método foi desenvolvido. A utilização 
deste método com outros regimes de dose pode implicar em uma revisão 
destas concentrações se a faixa de concentrações prevista não for a 
mesma. Todo o desvio dos valores definidos devem ser documentados 
nos registros do laboratório. 
 
A curva de calibração e os controles de qualidade for m preparados na 
mesma matriz biológica que as amostras a serem analisadas (por exemplo 
plasma humano).  
1.4.1 Preparo da Curva de Calibração 
A Curva de Calibração consiste em duas amostras branco (amostra 
de matrix processadas sem padrão interno) e amostras padrão de 
plasma (non-zero), em duplicata, cobrindo a faixa prevista das 
concentrações a serem quantificadas. A curva de calibração foi 
preparada com plasma humano controle e com a Working Solution 
preparada para a curva de calibração contendo o analito a ser 
quantificado. 
As concentrações específicas dos pontos do analito e os detalhes 
resultantes das soluções padrão usadas são apresentados na tabela 
9. Todas as curvas da calibração foram preparadas a partir das 
Working Solutions e os detalhes correspondentes da solução são 
apresentados. 
STD Analito 
Conc. 
plasma 
(ng/mL) 
Working Solution Volume de 
plasma 
adicionado 
(mL) 
Volum
e total 
(mL) 
Fator de diluição Volume 
adicionado 
 (mL) 
Concentração 
(ng/mL) 
CC1-01 L-Carnitina D3 1000 0.150 10000 1.350 1.5 10 
CC1-02 L-Carnitina D3 700 0.150 7000 1.350 1.5 10 
CC1-03 L-Carnitina D3 500 0.150 5000 1.350 1.5 10 
CC1-04 L-Carnitina D3 200 0.150 2000 1.350 1.5 10 
CC1-05 L-Carnitina D3 100 0.150 1000 1.350 1.5 10 
CC1-06 L-Carnitina D3 50 0.150 500 1.350 1.5 10 
CC1-07 L-Carnitina D3 20 0.150 200 1.350 1.5 10 
CC1-08 L-Carnitina D3 10 0.150 100 1.350 1.5 10 
Z Padrão Zero - - - - - - 
B Padrão Branco - - - - - - 
NOTA: Todas as concentrações são em base equivalente 
x Tabela 9– Preparo da Curva de Calibração 
Os padrões foram preparados diariamente nas quantidades 
requeridas para o ensaio. Eles foram extraídos junto com amostras 
do plasma e os controles de qualidade (CQs). 
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3.2.1.7 Preparo das Amostras de Controle de Qualidade  
As amostras de Controle de Qualidade (CQ) definidas no presente relatório 
possuem a finalidade de:  
•  Monitorar a exatidão e precisão do método de quantificação no decorrer do 
ensaio.  
As amostras de Controle de Qualidade (CQ), assim como o Limite Inferior de 
Quantificação (LIQ), foram preparadas com plasma humano controle e Working 
Solution, previamente preparada (M1P1), contendo o analito a ser quantificado.  
As concentrações específicas do analito, bem como os detalhes obtidos da 
Working Solution utilizada são apresentados na tabela a seguir:  
Tabela 13 – Concentrações específicas do analito e os detalhes resultantes da working solution 
 
 
3.2.1.8 Extração de amostra  
A aplicação dos procedimentos descritos foi feita para as amostras 
desconhecidas, para a extração da curva padrão assim como controles de qualidade 
O seguinte protocolo experimental foi seguido:  
1. Colocou-se um número apropriado de tubos teste de vidro descartáveis 
de 12 x 75 milímetros em uma grade. Os tubos foram numerados de 
acordo com a folha proforma do ensaio gerada, como supracitado;  
2. Foram adicionados (200 uL) de plasma humano em cada tubo;  
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1.4.2 Preparo das Amostras de Controle de Qualidade 
As amostras de Controle de Qualidade (CQ) definidas no presente 
relatório têm a seguinte finalidade: 
 Monitorar a precisão e a exatidão do método de quantificação 
durante o ensaio. 
As amostras de Controle de Qualidade (CQ) e o Limite Inferior de 
Quantificação (LIQ) foram preparadas com plasma humano controle e 
Working Solution, previamente preparada (M1P1), contendo o analito 
a ser quantificado.  
As concentrações específicas do analito e os detalhes resultantes da 
Working Solution usada são apresentados abaixo: 
CQ Analito 
Conc. 
plasma 
(ng/mL) 
Working Solution Volume de 
plasma 
adicionado 
(mL) 
Volume 
total 
(mL) 
Fator de 
diluição 
Volume 
adicionado 
 (mL) 
Concentração 
(ng/mL) 
D L-Carnitina D3 1600 0.400 16000 3.600 4 10 
A L-Carnitina D3 800 0.400 8000 3.600 4 10 
M 2 L-Carnitina D3 600 0.400 6000 3.600 4 10 
M 1 L-Carnitina D3 150 0.400 1500 3.600 4 10 
B L-Carnitina D3 30 0.400 300 3.600 4 10 
LIQ L-Carnitina D3 10 0.400 100 3.600 4 10 
x Tabela 10 – Preparo das amostras de Controle de Qualidade. 
NOTA: Todas as concentrações são em base equivalente 
Os controles de qualidade (CQB, CQM 1, CQM 2, CQA e CQD) foram 
preparados diariamente nas quantidades requeridas para o ensaio. 
Eles foram extraídos junto com as amostras de plasma e padrões. 
Inform ções adicionais relacionadas à estabilidade pode ser 
encontrada no capítulo III deste documento. 
1.5 PREPARO DA CORRIDA ANALÍTICA 
1.5.1 Construção da Lista de Amostras 
Cada lista contém os seguintes itens abaixo, organizados como 
indicado:  
1) Amostras para teste de adequação do sistema – composto por 5 
replicatas; 
2) Uma curva de calibração constituída com uma duplicata de 
amostra branco e amostras non-zero como definido anteriormente; 
3) Sete amostras de Controle de Qualidade (CQ) de cada um dos 
tipos de CQ.  (níveis: LIQ,  baixo, médio, alto e CQ de diluição); 
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3. Foram adicionados 400 uL de solução de extração (metanol/acetonitrila 
50/50; v/v);  
4. Foi realizada a homogeneização (vortex) por 40 segundos; as amostras 
foram centrifugadas por 5 minutos aa 4000 rpm;  
5. O sobrenadante obtido foi devidamente transferido para placa de PCR 
utilizando pipetas automáticas com ponteiras de plástico descartáveis;  
6. As placas de PCR foram tampadas e colocadas nos racks do auto-
injetor. 
 
3.2.1.9 Condições Cromatográficas  
A HPLC foi realizada em um cromatógrafo líquido modelo 
G1311A/DE40928642 (Agilent, Germany) com uma coluna Altech prevail C8 5um 
150mm x 4,6mm com taxa de fluxo de 1ml/min. A fase móvel era 
Acetonitrila/metanol/água (35/15/50; v/v/v) + 10 mM de acetato de Amônio. A 
temperatura da coluna foi de 65 graus Celsius com pressão do sistema de 
aproximadamente 48 bar. A temperatura do auto injetor automático foi mantida a 8 
graus Celsius e o volume de injeção é de 10 microL. O tempo de retenção típico para 
L-Carnitina D3(analito) foi de 1.59+-0.3 min. O tempo de corrida foi de 3.2 min. O 
smooth fator de 4 foi padronizado para o analito. Os cromatogramas foram 
processados automaticamente pelo software MassLynx4.0 usando os mesmos 
parâmetros processados, tais como, o tipo da integração o alisamento da curva 
(smooth) a amplitude base-a-base e a detecção do pico. 
 
3.2.1.10 Condições de espectrometria de massa: 
A espectrometria de massas foi realizada em um espectrômetro de massas 
Micromass/Waters/UK modelo Quattro Micro SN: QAA33A equipado com uma fonte 
de ESI Micromass/Waters/UK modelo 33058. O Q-MICRO operou com o modo de 
ionização Electrospray positivo com ionspray voltage de 2.8 kv. 
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A tabela subsequente contém os parâmetros individuais da detecção de cada 
íon monitorado (Monitoramento de Reação Múltipla – MRM):  
Tabela 14 – Parâmetros individuais da detecção de cada íon monitorado 
 
 
Os espectrogramas obtidos para a L-Carnitina D3 estão ilustrados abaixo: 
 
Figura 6 – espectrograma obtido para a L-Carnitina D3 
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Compostos Integration type 
Smooths Peak-to-peak 
amplitude Window 
size 
Number 
Smooths Type 
1 L-Carnitina D3 Peak-to-peak 4 4 Mean Automatic noise measurement 
x Tabela 13 – Parâmetros Típicos do Processo. 
1.5.4 Condições do Espectômetro de Massa 
O Q-MICRO operou com o modo de ionização Electrospray positivo. O 
parâmetro geral MS está descrito abaixo: 
Parâmetros Descrição 
Ionspray Voltage (KV) 2.8 
x Tabela 14– Parâmetro Geral MS. (Apêndice 3) 
A seguinte tabela contém os parâmetros individuais da detecção de 
cad  íon monitorado (Monitoramen o de R ação Múltipla - MRM): 
Precursor ion Product ion Time (secs) Cone (V) Collision Energy (eV) 
1 165.30 85.00 0.40 25.0 18.0 
x Tabela 15 – Parâmetros individuais. (Apêndice 3) 
Os parâmetros da interface foram otimizados, se necessário, de tal 
forma que os resultados dos cromatograma  de monitoramento de 
reação múltipla exibissem satisfatoriamente as áreas integradas e a 
razão sinal/ruído. 
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3.2 ESPECTROS DE MASSAS L-CARNITINA D3 
 
L-carnitina 10ug/ml em acn/agua 1/1 cone=25 cap=3.2
m/z
60 80 100 120 140 160 180 200 220 240
%
0
100
SPA01-002  1 (0.010) Sm (Mn, 1x1.00) Scan ES+ 
1.77e7165.37
50.61
63.30
102.96
85.29 105.45
 
L-carnitina 10ug/ml em acn/agua 1/1 cone=25 cap=3.2 col=18
m/z
60 80 100 120 140 160 180 200 220 240
%
0
100
SPA01-005  1 (0.010) Sm (Mn, 1x1.00) Daughters of 165ES+ 
1.56e684.99
63.14
85.31
103.16
105.40
165.68
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Figura 7 – espectrograma obtido para a L-Carnitina D3 
 
3.3 Etapa estatística 
3.3.1 Análise farmacocinética 
Para a análise dos parâmetros farmacocinéticos, optou-se pelo uso de modelo 
não-compartimental que fosse adequado para concentrações de L-carnitina-D3 em 
plasma, para via extravascular. A determinação dos parâmetros foi realizada 
diretamente, a partir dos valores de concentração, com o uso de três dígitos 
significativos reportados para cada tratamento. Para o cálculo de outros parâmetros 
foi considerado o tempo da amostra. Já para a determinação da área sobre a curva, 
foi feita a integração através do método trapezoidal. Os seguintes parâmetros 
farmacocinéticos foram obtidos: 
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Tabela 15 – parâmetros farmacocinéticos 
 
 
Os dados foram posteriormente processados com o uso dos seguintes 
softwares: WinNonLin Professional Edition, Versão 5.0 ou posterior, por Jerman P 
Wijnand; Microsoft Excel Versão 7.0 ou posterior e Graph Pad Prism Versão 3.02. A 
linearidade foi avaliada através da Correlação Pearson. 
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A análise dos parâmetros farmacocinéticos foi realizada usando modelo não-
compartimental adequado para concentrações de L-carnitina-D3 em plasma, 
para via extravascular. Os parâmetros foram determinados diretamente dos 
valores de concentração (3 dígitos significativos) reportados para cada 
tratamento. Tempo de amostra foi usado para cálculo. Integração para o 
cálculo de área sob a curva foi realizada usando método trapezoidal linear.  
 
Os seguintes parâmetros farmacocinéticos foram determinados: 
 
Parâmetro Definição 
ASCúltimo Área sob a curva de concentração da droga versus tempo do tempo 0 
(zero) ao tempo da última concentração acima do Limite de Quantificação 
(LOQ), calculada pelo método linear trapezoidal; 
ASCinf ASC0-túltimo + ASCextrapol 
% ASC0-inf  extrapolated Porcentagem de  ASCINF  que é extrapolada do Túltimo para o infinito 
((ASCINF - ASCúltimo)/ASCINF)*100 
Cmax Concentração máxima no plasma 
tmax Tempo da concentração máxima 
t1/2 Tempo de meia vida, t1/2 =  ln(2) / O 
túltimo Tempo da útima concentração quatificável 
Ke Constante de taxa de eliminação terminal determinada por análise de 
regressão log-linear 
 
As concentrações plasmáticas média contra tempo teórico das amostras no 
sangue na escala linear foram apresentadas, junto com a estatística descritiva 
dos parâmetros far acocinéticos é apresentada abaixo. 
 
 
2. ANÁLISE FARMACOCINÉTICA 
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4 RESULTADOS 
4.1 Estudo de biodisponibilidade relativa: análise descritiva: 
O desenho do estudo foi aberto, com único grupo de tratamento, 4 períodos (1 
sequência), nos quais os voluntários receberam, em cada período distinto, diferentes 
concentrações dos produtos sob investigação. As formulações foram administradas 
em dose única por via oral seguidas de coletas de sangue por pelo menos 3 meias-
vidas. O intervalo entre os períodos de tratamento obedeceu a um tempo mínimo de 
7 meias-vidas entre eles (washout), que neste caso em particular corresponderia a 
pelo menos 7 dias. Dos 6 voluntários inicialmente recrutados, sendo 3 do sexo 
masculino e 3 do sexo feminino, que cumpriram os critérios de inclusão e não 
cumpriam os critérios de exclusão, todos cumpriram todas as etapas do estudo. Sem 
nenhuma desistência ou exclusão. 
Os voluntários foram avaliados clinicamente pelo médico responsável pelo 
estudo, onde foram obtidos história médica e realizado o exame físico. As informações 
foram documentadas através dos formulários-padrão do CRF de cada voluntário. No 
quadro abaixo é mostrado um resumo dos dados individuais dos voluntários: 
Quadro 2 – Dados de histórico médico e exame físico dos voluntários 
 
 
Foi ainda realizada anamnese e exame físico dos voluntários, os dados são 
resumidos no quadro: 
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ANEXO 3 – DADOS DA POPULAÇÃO DO ESTUDO 
TABELA 9 – DADOS ANTROPOMÉTRICOS DA POPULAÇÃO DO ESTUDO 
 
 
Voluntário Sexo Iniciais Data de nascimento 
idade  
[anos] 
altura 
[cm] 
peso 
[kg] 
IMC 
[kg/m2] 
1 M AS030265M 03/fev/65 53 1.63 76.3 28.72 
2 M IS071191M 07/nov/91 25 1.7 55 19.03 
3 M FF141290M 14/dez/90 26 1.84 105 31.01 
4 F BO021187F 02/nov/87 29 1.65 64 23.5 
5 F KS110394F 11/mar/94 23 1.57 50 20.28 
6 F SL251181F 25/nov/81 35 1.67 63 22.59 
        
   
Média 31,67 1,68 68,88 24,19 
   
Min 23 1,57 50 19,03 
   
Máx 52 1,84 105 31,01 
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Quadro 3 – dados dos exames físicos e anamnese dos voluntários 
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Tabela 10 – História Médica e Exame Físico. 
  Voluntário 1 2 3 4 5 6 
HI
ST
Ó
RI
A 
CL
ÍN
IC
A 
Olhos-ouvidos-nariz-garganta  n n n n n n 
Respiratório n n n n n n 
Cardiovascular n n n n n n 
Gastrointestinal n n n n n n 
Genitourinário n n n n n n 
Sistema Nervoso Central n n n n n n 
Hematopoético-Linfático n n n n n n 
Endócrino-Metabólico n n n n n n 
Dermatológico n n n n n n 
Músculo-Esquelético n n n n n n 
Abuso de Álcool ou Drogas n n n n n n 
Alergia n n n I n I 
História Familiar n n n I I I 
História Cirúrgica n n n n n I 
EX
AM
E 
FÍ
SI
CO
 
Aparência n n n n n n 
Pele e Mucosas n n n n n n 
Cabeça e Pescoço n n n I n n 
Tereóide n n n n n n 
Olhos n n n I n n 
Ouvidos n n n n n n 
Nariz n n n n n n 
Boca n n n n n n 
Garganta n n n n n n 
Tórax n n n n n n 
Coração n n n n n n 
Fígado n n n n n n 
Baço n n n n n n 
Coluna Vertebral n n n n n n 
Genitália / Mamas I n n n n n 
Nodos Linfáticos n n n n n n 
Condição Neurológica n n n n n n 
Extremidades n n n I n n 
Músculo-Esquelético n n n n n n 
 
N = nada digno de nota (normal)  
I = Intercorrências e/ou achados não significativos para exclusão de higidez 
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Foram, ainda, colhidos exames laboratoriais e realizado eletrocardiograma em 
todos os voluntários no período antes do recrutamento e subsequente ao estudo 
sendo realizados exames físicos e anamnese periódicos durante o intervalo entre os 
períodos de tratamento. Os exames laboratoriais realizados são demonstrados na 
tabela: 
Tabela 16 – exames aplicados aos voluntários 
 
 
4.2 Segurança e Tolerância 
Durante e após o estudo não foram observados eventos adversos graves. 
Ocorreram o total de quatro eventos adversos. Todos provavelmente não relacionados 
aos produtos sobre investigação e sendo descritos na tabela abaixo: 
Tabela 17 – eventos adversos observados 
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6.2.2 Exames Clínicos Laboratoriais: Tabela com os resultados individuais 
Os voluntários do estudo foram submetidos aos seguintes exames laboratoriais por ocasião
do recrutamento.  
 
Tabela 5 –Exames laboratori is vinculados ao processo de seleçã . 
Categoria Testes 
Análise hematológica Hemoglobina, hematócrito, contagem total e diferencial de leucócitos, 
contagem de glóbulos vermelhos, contagem de plaquetas. 
Análise Bioquímica Uréia, creatinina, bilirrubina total, proteínas totais, albumina, glicose em 
jejum, fosfatase alcalina, SGOT, SGPT, colesterol total, triglicérides, ácido 
úrico e JGT. 
Urina Sumário de Urina (urina I) 
Fezes Protoparasitológico 
Teste de Gravidez * b-HCG para mulheres 
Sorologia Análise Sorológica para: hepatite B (HBsAg e Anti-HBc), hepatite C (HCV) e 
HIV(1+2) 
* Somente para sujeitos do sexo Feminino 
 
O mesmo perfil de exames, com exceção dos testes sorológicos e protoparasitológico de 
fezes, foi realizado após a fase de tratamento, conforme estabelecido no protocolo do 
Estudo.  
Os resultados dos exames laboratoriais encontram-se documentados na Tabela 11, 
constante no Anexo 3 deste Relatório. 
No intervalo entr as internações (ou seja, após o primeiro, segundo e t rceiro períodos), 
serão efetuadas avaliações de segurança, incluindo os exames laboratoriais, equivalentes 
aos realizados no pós-estudo (Anexo 3), ECG e consulta médica de acompanhamento. 
 
6.2.3 Critérios de Inclusão 
1.  O voluntário deverá consentir a participação no estudo e assinar e datar o Termo de 
Consentimento Livre e Esclarecido antes da realização de qualquer procedimento do estudo. 
2.  Voluntários do sexo masculino e do sexo feminino com idade igual ou superior a 18 anos. 
3.  Voluntário tem índice de massa corpórea maior ou igual a 18,5 kg/m2 e menor ou igual a 28,64 
kg/m2. 
4.  Voluntário tem boas condições de saúde, ou seja, não tem doenças significativas, a critério do 
pesquisador, de acordo com as regras definidas no protocolo e avaliações a que foi submetido na 
seleção (avaliação da história clínica, sinais vitais, dados antropométricos, exame físico, ECG e 
exames laboratoriais). 
5. As mulheres com potencial para engravidar deverão fazer uso de método contraceptivo seguro e 
eficaz durante todo o estudo. Se a voluntária optar pela abstinência sexual ou praticar algum tipo 
de relação que não tenha riscos de gravidez, o uso do contraceptivo não será obrigatório. 
6. Voluntários de ambos os sexos com idade acima de 18 anos. As mulheres não poderão estar 
grávidas e nem em regime de amamentação; 
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Condução da Etapa Clínica 
das Amostras transferência para o tubo correto foi realizado através de um sistema de controle e 
identificação dos tubos po  meio de códigos-de-barra. 
 
Eventos Adversos 
Ocorreu um total de 4 eventos adversos entre os participantes expostos à medicação do estudo.  
 
Nº 
voluntário 
Data / Hora 
Período Detalhamento 
05 01/09/17 Pós estudo 
  Gv 3.88 10(6)/mm3/Hb 10.9 g/dL/Ht 33.8%. Evento classificado 
pelo médico como não sério, fraco, próvável relação com a terapia 
e esperado. Conduta: Observação. Detalhes: Solicitado ferritina. 
Desfecho em aberto. 
06 
18/09/17 
Pré 3º 
período  
20h30min 
     Cefaléia. Evento classificado pelo médico como não sério, fraco, 
não relacionado a terapia. Tratamento com Paracetamol 750 mg 
VO. Desfecho em 18.09.17 às 21h30min com duração de 1h e com 
total recuperação. 
06 
19/09/17 
3º período  
19h30min 
     Cefaléia. Evento classificado pelo médico como não sério, fraco, 
não relacionado a ter pia. Tratamento com Paracetamol 750 mg 
VO. Desfecho em 19.09.17 às 20h25min com duração de 55min e 
com total recuperação. 
 
 06 04/09/17 Pós estudo 
Hb 10.4 g/dL/ Ht 32.7%. Evento classificado pelo médico 
como não sério, fraco, provável relação com a terapia e 
esperado. Conduta: Observação. Detalhes: Solicitado 
ferritina. Desfecho em aberto. 
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4.3 Parâmetros farmacocinéticos 
Foram dosadas as concentrações plasmáticas do analito nos tempos de 
t=0,1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12,18,24,36,48 e 60 h após a administração da medicação. 
A média dos parâmetros farmacocinéticos obtidos durante os 4 períodos de 
tratamento, bem como a curva da média de concentração plasmática versus tempo 
de L-carnitina deuterada, nos quatro períodos de administração são mostradas 
abaixo: 
Quadro 4 – médias dos parâmetros farmacocinéticos – 10, 30 e 100mg 
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L-carnitina-D3 -  10 mg 
Variável N Média SD Min Mediana Max CV% 
ASC_% 3 66.11 28.70 33.17 79.39 85.76 43.42 
ASCinf 3 596.26 431.24 181.94 564.22 1042.63 72.32 
ASCúltimo 6 72.16 63.24 6.03 70.41 148.47 87.64 
Cmax 6 19.25 6.86 10.81 20.04 28.05 35.62 
T1/2 3 25.83 24.81 3.63 21.25 52.62 96.05 
Ke 3 0.08 0.10 0.01 0.03 0.19 123.52 
Tmax 6 3.50 1.64 1.00 3.50 6.00 46.95 
L-carnitina-D3 -  30 mg 
Variável N Média SD Min Mediana Max CV% 
ASC_% 6 20.31 3.97 15.54 19.77 26.54 19.55 
ASCinf 6 770.75 318.72 359.42 880.01 1100.13 41.35 
ASCúltimo 6 613.48 257.34 292.57 683.38 929.18 41.95 
Cmax 6 75.59 28.23 38.36 69.34 110.52 37.34 
T1/2 6 8.02 3.29 3.92 8.59 12.25 41.10 
Ke 6 0.10 0.05 0.06 0.08 0.18 48.99 
Tmax 6 4.00 1.26 3.00 3.50 6.00 31.62 
L-carnitina-D3 -  100 mg - 3 período 
Variável N Média SD Min Mediana Max CV% 
ASC_% 6 17.56 5.51 10.48 18.90 25.16 31.36 
ASCinf 6 2938.84 1717.24 1699.89 2249.54 6156.92 58.43 
ASCúltimo 6 2450.29 1568.63 1371.92 1874.93 5511.43 64.02 
Cmax 6 216.79 163.45 97.25 149.31 530.05 75.39 
T1/2 6 21.18 7.16 12.37 19.69 32.16 33.80 
Ke 6 0.04 0.01 0.02 0.04 0.06 34.20 
Tmax 6 4.17 1.47 3.00 3.50 6.00 35.33 
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Quadro 5 – média dos parâmetros farmacocinéticos – 100 mg  
 
 
 
 
Figura 8 – curva da média de concentração plasmática versus tempo de L -carnitina deuterada 
 
Foram calculadas também, o coeficiente de variação para Cmax e ASC sem e 
com correção dos níveis basais, os resultados constam nos quadros: 
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L-carnitina-D3 -  100 mg - 4 período 
Variável N Média SD Min Mediana Max CV% 
ASC_% 6 20.90 6.97 15.02 18.86 34.73 33.35 
ASCinf 6 4328.71 2152.62 2365.16 4131.81 6688.70 49.73 
ASCúltimo 6 3486.31 1866.72 1543.67 3357.66 5684.20 53.54 
Cmax 6 256.82 158.28 103.81 229.85 521.83 61.63 
T1/2 6 26.88 9.67 16.66 24.33 44.57 35.97 
Ke 6 0.03 0.01 0.02 0.03 0.04 30.87 
Tmax 6 4.17 0.98 3.00 4.00 6.00 23.60 
Tabela 1:  Estatística descritiva dos parâmetros farmacocinéticos. 
Coenficiente de variação para Cmax e ASC sem correção dos níveis basais. 
 
Período Formulação 
Cmax 
(ng/mL) 
ASCúltimo  
(ng*h/mL) 
 
Período Formulação 
Cmax 
(ng/mL) 
ASCúltimo  
(ng*h/mL) 
Período 3 100 mg 530.05 5511.43  Período 4 100 mg 310.41 5046.49 
Período 3 100 mg 154.3 1656.17  Período 4 100 mg 139.74 1928.17 
Período 3 100 mg 97.25 1371.92  Período 4 100 mg 149.29 1957.02 
Período 3 100 mg 144.32 2093.69  Período 4 100 mg 315.84 4758.3 
Período 3 100 mg 259.1 2611.14  Período 4 100 mg 521.83 5684.2 
Período 3 100 mg 115.75 1457.37  Período 4 100 mg 103.81 1543.67 
         
 Média 237.00 2648.87   Média 287.42 3874.84 
 DP 174.16 1667.33   DP 155.86 1795.45 
 CV 73.48% 62.94%   CV 54.23% 46.34% 
         
         
  
razão 3/4 
período - 
Cmax 
razão 3/4 
período - 
ASC      
  1.71 1.09      
  1.10 0.86      
  0.65 0.70      
  0.46 0.44      
  0.50 0.46      
  1.12 0.94      
         
         
 Média 0.92 0.75      
 DP 0.48 0.26      
 CV 52.20% 35.29%      
 
Tabela 2:  Cálculo do coeficiente de variação para Cmax e ASC. 
 
O coeficiente de variação para velocidade e extensão de absorção são 52.20% e 35.29% (sem 
correção pelos níveis basais), respectivamente. 
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L-carnitina-D3 -  10 mg 
Variável N Média SD Min Mediana Max CV% 
ASC_% 3 66.11 28.70 33.17 79.39 85.76 43.42 
ASCinf 3 596.26 431.24 181.94 564.22 1042.63 72.32 
ASCúltimo 6 72.16 63.24 6.03 70.41 148.47 87.64 
Cmax 6 19.25 6.86 10.81 20.04 28.05 35.62 
T1/2 3 25.83 24.81 3.63 21.25 52.62 96.05 
Ke 3 0.08 0.10 0.01 0.03 0.19 123.52 
Tmax 6 3.50 1.64 1.00 3.50 6.00 46.95 
L-carnitina-D3 -  30 mg 
Variável N Média SD Min Mediana Max CV% 
ASC_% 6 20.31 3.97 15.54 19.77 26.54 19.55 
ASCinf 6 770.75 318.72 359.42 880.01 1100.13 41.35 
ASCúltimo 6 613.48 257.34 292.57 683.38 929.18 41.95 
Cmax 6 75.59 28.23 38.36 69.34 110.52 37.34 
T1/2 6 8.02 3.29 3.92 8.59 12.25 41.10 
Ke 6 0.10 0.05 0.06 0.08 0.18 48.99 
Tmax 6 4.00 1.26 3.00 3.50 6.00 31.62 
L-carnitina-D3 -  100 mg - 3 período 
Variável N Média SD Min Mediana Max CV% 
ASC_% 6 17.56 5.51 10.48 18.90 25.16 31.36 
ASCinf 6 2938.84 1717.24 1699.89 2249.54 6156.92 58.43 
ASCúltimo 6 2450.29 1568.63 1371.92 1874.93 5511.43 64.02 
Cmax 6 216.79 163.45 97.25 149.31 530.05 75.39 
T1/2 6 21.18 7.16 12.37 19.69 32.16 33.80 
Ke 6 0.04 0.01 0.02 0.04 0.06 34.20 
Tmax 6 4.17 1.47 3.00 3.50 6.00 35.33 
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Quadro 6 – coeficiente de variação para Cmax e ASC sem correção dos níveis basais 
 
 
 
Com correção dos níveis basais: 
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L-carnitina-D3 -  100 mg - 4 período 
Variável N Média SD Min Mediana Max CV% 
ASC_% 6 20.90 6.97 15.02 18.86 34.73 33.35 
ASCinf 6 4328.71 2152.62 2365.16 4131.81 6688.70 49.73 
ASCúltimo 6 3486.31 1866.72 1543.67 3357.66 5684.20 53.54 
Cmax 6 256.82 158.28 103.81 229.85 521.83 61.63 
T1/2 6 26.88 9.67 16.66 24.33 44.57 35.97 
Ke 6 0.03 0.01 0.02 0.03 0.04 30.87 
Tmax 6 4.17 0.98 3.00 4.00 6.00 23.60 
Tabela 1:  Estatística descritiva dos parâmetros farmacocinéticos. 
Coenficiente de variação para Cmax e ASC sem correção dos níveis basais. 
 
 
Período Formulação 
Cmax 
(ng/mL) 
ASCúltimo  
(ng*h/mL) 
 
Período Formulação 
Cmax 
(ng/mL) 
ASCúltimo  
(ng*h/mL) 
Período 3 100 mg 530.05 5511.43  Período 4 100 mg 310.41 5046.49 
Período 3 100 mg 154.3 1656.17  Período 4 100 mg 139.74 1928.17 
Período 3 100 mg 97.25 1371.92  Período 4 100 mg 149.29 1957.02 
Período 3 100 mg 144.32 2093.69  Período 4 100 mg 315.84 4758.3 
Período 3 100 mg 259.1 2611.14  Período 4 100 mg 521.83 5684.2 
Período 3 100 mg 115.75 1457.37  Período 4 100 mg 103.81 1543.67 
         
 Média 237.00 2648.87   Média 287.42 3874.84 
 DP 174.16 1667.33   DP 155.86 1795.45 
 CV 73.48% 62.94%   CV 54.23% 46.34% 
         
         
  
razão 3/4 
período - 
Cmax 
razão 3/4 
período - 
ASC      
  1.71 1.09      
  1.10 0.86      
  0.65 0.70      
  0.46 0.44      
  0.50 0.46      
  1.12 0.94      
         
         
 Média 0.92 0.75      
 DP 0.48 0.26      
 CV 52.20% 35.29%      
 
Tabela 2:  Cálculo do coeficiente de variação para Cmax e ASC. 
 
O coeficiente de variação para velocidade e extensão de absorção são 52.20% e 35.29% (sem 
correção pelos níveis basais), respectivamente. 
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L-carnitina-D3 -  100 mg - 4 período 
Variável N Média SD Min Mediana Max CV% 
ASC_% 6 20.90 6.97 15.02 18.86 34.73 33.35 
ASCinf 6 4328.71 2152.62 2365.16 4131.81 6688.70 49.73 
ASCúltimo 6 3486.31 1866.72 1543.67 3357.66 5684.20 53.54 
Cmax 6 256.82 158.28 103.81 229.85 521.83 61.63 
T1/2 6 26.88 9.67 16.66 24.33 44.57 35.97 
Ke 6 0.03 0.01 0.02 0.03 0.04 30.87 
Tmax 6 4.17 0.98 3.00 4.00 6.00 23.60 
Tabela 1:  Estatística descritiva dos parâmetros farmacocinéticos. 
Coenficiente de variação para Cmax e ASC sem correção dos níveis basais. 
 
 
Período Formulação 
Cmax 
(ng/mL) 
ASCúlti o  
(ng*h/mL) 
 
Período Formulação 
Cmax 
(ng/mL) 
ASCúltimo  
(ng*h/mL) 
Período 3 100 mg 530.05 5511.43  Período 4 100 mg 310.41 5046.49 
Período 3 100 mg 154.3 1656.17  Período 4 100 mg 139.74 1928.17 
Período 3 100 mg 97.25 1371.92  Período 4 100 mg 149.29 1957.02 
Período 3 100 mg 144.32 2093.69  Período 4 100 mg 315.84 4758.3 
Período 3 100 mg 259.1 2611.14  Período 4 100 mg 521.83 5684.2 
Período 3 100 mg 115.75 1 57.37  Período 4 100 mg 103.81 1543.67 
         
 Média 237.00 2648.87   Média 287.42 3874.84 
 DP 174.16 1667.33   DP 155.86 1795.45 
 CV 73.48% 62.94%   CV 54.23% 46.34% 
         
         
  
razão 3/4 
período - 
Cmax 
razão 3/4 
período - 
ASC      
  1.71 1.09      
  1.10 0.86      
  0.65 0.70      
  0.46 0.44      
  0.50 0.46      
  1.12 0.94      
         
         
 Média 0.92 0.75      
 DP 0.48 0.26      
 CV 52.20% 35.29%      
 
Tabela 2:  Cálculo do coeficiente de variação para Cmax e ASC. 
 
O coeficiente de variação para velocidade e extensão de absorção são 52.20% e 35.29% (sem 
correção pelos níveis basais), respectivamente. 
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Quadro 7 – coeficiente de variação para Cmax e ASC com correção dos níveis basais 
 
 
Os resultados evidenciam grande coeficiente de variabilidade. Achado 
compatível com a literatura prévia. 
 
4.4 Linearidade 
A linearidade farmacocinética da L-carnitina deuterada nas doses estudadas 
(10,30 e 100mg) foi avaliada com o uso da Correlação Pearson, com resultados 
mostrados na tabela abaixo: 
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Coenficiente de variação para Cmax e ASC com correção dos níveis basais. 
Período Formulação 
Cmax 
(ng/mL) 
ASCúltimo  
(ng*h/mL) 
 
Período Formulação 
Cmax 
(ng/mL) 
ASCúltimo  
(ng*h/mL) 
Período 3 100 mg 530.05 5511.43  Período 4 100 mg 294.56 4095.25 
Período 3 100 mg 154.3 1656.17  Período 4 100 mg 139.74 1928.17 
Período 3 100 mg 97.25 1371.92  Período 4 100 mg 149.29 1957.02 
Período 3 100 mg 144.32 2093.69  Período 4 100 mg 315.84 4758.3 
Período 3 100 mg 259.1 2611.14  Período 4 100 mg 506.85 4785.98 
Período 3 100 mg 115.75 1457.37  Período 4 100 mg 88.31 663.11 
         
 Média 237.00 2648.87   Média 281.26 3504.94 
 DP 174.16 1667.33   DP 149.76 1452.82 
 CV 73.48% 62.94%   CV 53.25% 41.45% 
         
         
  
razão 3/4 
período - 
Cmax 
razão 3/4 
período - 
ASC      
  1.80 1.35      
  1.10 0.86      
  0.65 0.70      
  0.46 0.44      
  0.51 0.55      
  1.31 2.20      
         
         
 Média 0.97 1.01      
 DP 0.53 0.66      
 CV 54.37% 65.10%      
 
O coeficiente de variação para velocidade e extensão de absorção são 55.37% e 65.10% (com 
correção pelos níveis basais), respectivamente. 
Linearidade entre as concentrações 
plasmáticas e as doses administradas Valor P 
Coeficiente de 
correlação 
10 x 30 mg < 0.0001 0.4801 
10 x 100 mg < 0.0001 0.6727 
30 x 100 mg < 0.0001 0.6660 
 
A correlação Pearson demonstrou lineariadade entre as doses 10, 30 e 100 mg. 
Conclusão: A farmacocinética da carnitina deuterada é linear entre 10 e 100 
mg e recomenda-se, portanto, utilizar a dose de 30mg para o estudo de 
interação com o piracetam. O piracetam é considerado uma droga de alto 
coeficiente de variabilidade (>30%). 
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Tabela 18 – linearidade farmacocinética da L-carnitina deuterada nas doses estudadas 
 
 
Quadro 8 – linearidade entre as concentrações plasmáticas e as doses administradas 
 
 
4.5 Resultados da validação do método analítico 
Estas análises foram conduzidas em conformidade com o protocolo do estudo, 
orientações do FDA e ANVISA para Validação de Métodos Analíticos.  
Galeno Desenvolvimento de Pesquisas Ltda   Relatório Estatístico - «drug» 
 
10 x 30 mg 
Linear Correlation                         
Number of points = 108 
Correlation coefficient (r) = 0.4801 
95% confidence interval: 0.3202 to 0.6135 
Coefficient of determination (r squared) = 0.2305 
Test: Is r significantly different than zero? 
The two-tailed P value is < 0.0001, considered extremely significant. 
 
                       *     *     * 
 
10 x 100 mg 
Linear Correlation                         
Number of points = 108 
Correlation coefficient (r) = 0.6727 
95% confidence interval: 0.5541 to 0.7645 
Coefficient of determination (r squared) = 0.4525 
Test: Is r significantly different than zero? 
The two-tailed P value is < 0.0001, considered extremely significant. 
 
                       *     *     * 
 
30 x 100 mg 
Linear Correlation                         
Number of points = 108 
Correlation coefficient (r) = 0.6660 
95% confidence interval: 0.5457 to 0.7594 
Coefficient of determination (r squared) = 0.4435 
Test: Is r significantly different than zero? 
The two-tailed P value is < 0.0001, considered extremely significant. 
 
                       *     *     * 
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Coenficiente de variação para Cmax e ASC com correção dos níveis basais. 
Período Formulação 
Cmax 
(ng/mL) 
ASCúltimo  
(ng*h/mL) 
 
Período Formulação 
Cmax 
(ng/mL) 
ASCúltimo  
(ng*h/mL) 
Período 3 100 mg 530.05 5511.43  Período 4 100 mg 294.56 4095.25 
Período 3 100 mg 154.3 1656.17  Período 4 100 mg 139.74 1928.17 
Período 3 100 mg 97.25 1371.92  Período 4 100 mg 149.29 1957.02 
Período 3 100 mg 144.32 2093.69  Período 4 100 mg 315.84 4758.3 
Período 3 100 mg 259.1 2611.14  Período 4 100 mg 506.85 4785.98 
Período 3 100 mg 115.75 1457.37  Período 4 100 mg 88.31 663.11 
         
 Média 237.00 2648.87   Média 281.26 3504.94 
 DP 174.16 1667.33   DP 149.76 1452.82 
 CV 73.48% 62.94%   CV 53.25% 41.45% 
         
         
  
razão 3/4 
período - 
Cmax 
razão 3/4 
período - 
ASC      
  1.80 1.35      
  1.10 0.86      
  0.65 0.70      
  0.46 0.44      
  0.51 0.55      
  1.31 2.2       
         
 Média 0.97 1.01      
 DP 0.53 0.66      
 CV 54.37% 65.10%      
 
O coeficiente de variação para velocidade e extensão de absorção são 55.37% e 65.10% (com 
correção pelos níveis basais), respectivamente. 
Linearidade entre as concentrações 
plasmáticas e as doses administradas Valor P 
Coeficiente de 
correlação 
10 x 30 mg < 0.0001 0.4801 
10 x 100 mg < 0.0001 0.6727 
30 x 100 mg < 0.0001 0.6660 
 
A correlação Pearson demonstrou lineariadade entre as doses 10, 30 e 100 mg. 
Conclusão: A farmacocinética da carnitina deuterada é linear entre 10 e 100 
mg e recomenda-se, portanto, utilizar a dose de 30mg para o estudo de 
interação com o piracetam. O piracetam é considerado uma droga de alto 
coeficiente de variabilidade (>30%). 
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Os dados individuais para a validação pré-estudo serão expressos conforme 
casas decimais definidas nos cromatogramas e as médias são expressas utilizando 
três dígitos significativos.  
O protocolo aplicado foi ajustado para alcançar os seguintes pontos:  
a) Validação de estudo por si mesmo, incluindo parâmetros tais como a 
sensibilidade, a especificidade, a linearidade, a exatidão e a precisão; 
b) Definição de parâmetros do estudo, tais como o controle de qualidade 
limite da quantificação e concentração da curva de calibração.  
Esses dois pontos são descritos nas sessões que se seguem.  
Foram realizados testes no sistema cromatográfico a fim de identificar possível 
carry-over.  
O teste foi executado e injetado da seguinte forma:  
§ 01 amostra de plasma branco extraído  
§ 01 amostra de plasma extraído em concentração do LIQ de analito  
§ 01 amostra de plasma extraído em alta concentração (LSQ) de analito 
§ 02 amostras de plasma branco extraído.  
 
 
Figura 9 – amostra de plasma branco extraído 
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2.2 CARRY-OVER 
O sistema cromatográfico foi testado para identificar possível carry-over. 
O teste foi executado e injetado da seguinte forma: 
1- 01 amostra de plasma branco extraído 
2- 01 amostra de plasma extraído em concentração do LIQ de analito 
3- 01 amostra de plasma extraído em alta concentração (LSQ) de analito  
4- 02 amostras de plasma branco extraído. 
 
A ostra Plasma Br n o Extraído 
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Figura 10 – amostra de plasma extraído em concentração (LSQ) de analito 
 
 
Figura 11 – amostra de plasma extraído em alta concentração do LIQ de analito 
 
 
Figura 12 – amostra de plasma branco extraído 
 
 
Figura 13 – amostra de. Plasma branco extraído 
 
Logo, nenhum efeito significativo de carry-over foi observado no tempo de 
retenção dos compostos, como mostrado nos cromatogramas apresentados acima.  
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Amostra com baixa concentração de analito em plasma extraído 
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Amostra com alta concentração de analito em plasma extraído 
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Amostra Plasma Branco Extraído 
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x Figura 2 –  Cromatogramas do Teste de Carry-over de L-Carnitina D3 amostras em PLASMA, em 
baixa e alta concentrações de padrão em plasma.  
Nenhum efeito significativo de carry-over foi observado no tempo de retenção dos compostos, como 
mostrado nos cromatogramas apresentados acima. 
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O LIQ validado foi de 10ng/ml, os cromatogramas abaixo demonstram a curva 
de LIQ, CQA e CQD (analito) respectivamente. 
 
Figura 14 – amostra de LIQ 
 
 
Figura 15 – amostra de CQA 
 
 
Figura 16 – amostra de CQD 
 
4.5.1 Validação do método analítico 
Os métodos analíticos utilizados para a detecção de L-carnitina D3 através do 
método de cromatografia líquida de alta performance acoplada a espectrometria de 
massas(HPLC-MS/MS), foram validados de acordo e aplicável com os Procedimentos 
Operacionais Padrão, GLP, Procedimentos Nacionais e Internacionais Relevantes 
com foco especial nos critérios do FDA (US-FDA Guideline on Bioanalytical Method 
GALENO RESEARCH UNIT L-CARNITINA D3  PROTOCOLO ANALÍTICO E RELATÓRIO DE VALIDAÇÃO DE MÉTODO 
                                            Página 34 de 58  VR _METGRU006/17V1-05012018 
*5/1/2018/150200* *VRMETGRU006/17V105012018* 
Amostra LIQ 
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Amostra CQA 
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Amostra CQD 
 
 
x Figura 4 – Pico padrão representativo das amostras Branco, LIQ, 
CQB, CQM I, CQM II, CQA e CQD (Analito). 
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Validation, 2001) e ANVISA (Resolução RE n° 899 de 29 de maio de 2003), 
(Resolução RDC N.o 27, DE 17 DE MAIO DE 2012). 
 
4.5.2 Validação da curva de calibração 
4.5.2.1 Dados da validação intra corrida 
A exatidão bem como a precisão da validação dos testes tanto da intra e inter- 
corridas foram feitos utilizando-se uma lista com as seguintes amostras:  
• Uma curva de calibração em duplicata contendo padrões acima pré 
definidos para cada lista de validação;  
• Sete alíquotas de controle de qualidade (CQ) para cada um dos testes 
acima descritos;  
• A preparação das alíquotas de controle de qualidade foi realizada 
individualmente (por exemplo, de diferente master solution).  
Os critérios subsequentes foram encontrados com o intuito da aprovação da 
precisão e a exatidão intra e inter-corridas:  
• Precisão: para cada nível de concentração, coeficiente de variação (CV) 
não superior a 15%.  
• Exatidão: valor médio das amostras em cada nível de concentração, 
dentro de 85 – 115% do valor real.  
Os dados da validação para o L-carnitina D3 são apresentados na tabela 
abaixo: 
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Tabela 19 – dados da validação para L-carnitina D3 
 
 
4.5.2.2 Validação do processo de reinjeção 
A precisão para a validação do processo da reinjeção foi realizada utilizando-
se as amostras de controle de qualidade após o final da validação da corrida seguindo 
as mesmas condições de detecção.  
Foram obedecidos os mesmos critérios para a validação intra e inter- corrida. 
A fim de se determinar a precisão, que foi expressa com relação a porcentagem da 
variação (Var %) foi calculada a média de cada concentração de CQ para o processo 
de reinjeção. 
Abaixo estão descritos os critérios que foram determinados a fim de se aprovar 
a precisão do processo de reinjeção:  
• Precisão: Para cada nível de concentração a variação (Var) obtida dos 
valores médios de cada conjunto de reinjeção não excedendo +/- 15% 
(tolerância de no máximo 20% na concentração do LIQ).  
Os dados de validação do processo de reinjeção são mostrados na tabela abaixo: 
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Identificação das 
amostras 
CQB CQM 1 CQM 2 CQA 
CQD 
Valor nominal em ng/mL: 1600 
Fator de diluíção: 2 
Identificação das 
listas 
METGRU00617 
VAL01 
METGRU00617 
VAL01 
METGRU00617 
VAL01 
METGRU00617 
VAL01 
METGRU00617 
VAL01 
Concentração 
mensurada 
(em ng/mL) 
27.08208 155.83889 580.97453 772.66572 794.26146 
29.02283 149.16982 587.6664 795.13533 711.53993 
31.90449 156.57442 637.26071 778.68697 759.38419 
30.15618 153.72735 624.19519 725.84584 761.37344 
28.61111 146.67322 617.57017 799.40015 774.21001 
25.18693 143.55507 599.86984 780.03149 785.77704 
32.56603 146.03815 577.34401 788.34107 757.71297 
Média intra-corrida  
(em ng/mL) 
29.2 150 604 777 763 
Precisão intra-
corrida (CV %) 
8.9 3.4 3.8 3.2 3.5 
Exatidão intra-
corrida (%) 
97.4 100.2 100.6 97.1 95.4 
x Tabela 20– Dados da validação Intra–corrida para L-Carnitina D3. 
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Tabela 20 – dados de validação do processo de reinjeção 
 
 
4.5.2.3 Consideração dos processos de validação pré-estudo 
Conclui-se que o método analítico está validado inteiramente de acordo com os 
critérios abaixo descritos:  
• Seletividade: A seletividade foi aprovada pela injeção do pool de plasma 
humano branco nos diferentes tipos (normal, hemolisado e lipêmico) e 
nenhuma interferência foi observada nos cromatogramas. Não houve 
picos de interferentes no tempo de retenção do analito (L-carnitina D3).  
• Linearidade: A equação de regressão mais simples que descreve a curva 
de calibração de L-carnitina D3 foi y = a + bx (1/x ponderado).  
 
4.5.2.4 Exatidão e precisão das amostras de LIQ 
 O limite inferior de quantificação (LIQ) aceito para o método foi de 10 ng/mL, 
como ilustrado na tabela abaixo: 
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ID Corrida VAL01 
Código CQ LIQ  CQB  CQM 1  CQM 2  CQA   
CQD  
Valor nominal em 
ng/mL: 1600 
Fator de diluíção: 2 
Valor esperado 
(ng/mL) 
10 30 150 600 800 800 
Conc. medida 
(ng/mL) 
Valor 
original 
Valor 
reinjetado 
Valor 
original 
Valor 
reinjetado 
Valor 
original 
Valor 
reinjetado 
Valor 
original 
Valor 
reinjetado 
Valor 
original 
Valor 
reinjetado 
Valor 
original 
Valor 
reinjetado 
8.61820 11.92144 27.08208 28.38796 155.83889 159.06078 580.97453 613.42321 772.66572 798.97723 794.26146 757.33216 
9.45131 9.94301 29.02283 32.90936 149.16982 149.74422 587.6664 603.81162 795.13533 840.98861 711.53993 804.80315 
11.86599 8.99360 31.90449 29.68012 156.57442 172.66767 637.26071 622.65322 778.68697 806.59629 759.38419 846.59041 
7.03508 7.77447 30.15618 26.66495 153.72735 158.92979 624.19519 631.2696 725.84584 814.31369 761.37344 836.45562 
8.65182 10.51046 28.61111 28.41172 146.67322 148.33942 617.57017 629.83563 799.40015 805.40286 774.21001 796.48661 
10.98632 9.54230 25.18693 26.80541 143.55507 159.06194 599.86984 591.63445 780.03149 808.73778 785.77704 853.60049 
12.15889 10.87426 32.56603 29.82715 146.03815 156.68822 577.34401 585.53264 788.34107 847.12057 757.71297 840.01002 
Média (ng/mL) 9.82 9.94 29.2 29 150 158 604 611 777 817 763 819 
Precisão (CV%) 19.4 13.5 8.9 7.4 3.4 5.1 3.8 3.0 3.2 2.3 3.5 4.2 
Exatidão (%) 98.2 99.4 97.4 97 100.2 105.2 100.6 101.9 97.1 102.2 95.4 102.4 
Variação (%) 1.15 -0.90 5.03 1.26 5.18 7.32 
x Tabela 21 – Dados do processo de reinjeção para L-Carnitina D3.
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Tabela 21 – limite inferior de quantificação (LIQ) aceito para o método 
 
 
Todos os parâmetros descritos estão de acordo com as normas do FDA e 
ANVISA (precisão menor que 20% e exatidão entre 80-120%), conclui-se que o LIQ 
está inteiramente validado.  
 
4.5.2.5 Exatidão e precisão das amostras CQ: 
 A tabela abaixo ilustra os valores de exatidão e precisão para intra-corrida:  
Tabela 22 – valores de exatidão e precisão para intra-corrida 
 
 
Todos os parâmetros descritos estão de acordo com as normas do FDA e 
ANVISA (precisão menor que 15% e exatidão entre 85-115%), conclui-se que os CQs 
nas concentrações baixa, média e alta estão validados.  
 
4.5.2.6 Processo de reinjeção 
A validação do processo de reinjeção foi feita através da injeção de um LIQ 
selecionado assim como amostras de CQs. Foi avaliada a relação entre as amostras 
originais e as reinjetadas. Os resultados apresentados na tabela 20 mostraram uma 
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2.5 CONSIDERAÇÕES DOS PARÂMETROS DA VALIDAÇÃO PRÉ-ESTUDO 
Conclui-se que o método analítico está validado inteiramente conforme se 
encontra os seguintes critérios abaixo: 
 
Seletividade: A seletividade foi aprovada pela injeção do pool de plasma 
humano branco nos diferentes tipos (normal, hemolisado e lipêmico) e 
nenhuma interferência foi observada nos cromatogramas (vide figura 6). 
Não houve picos de interferentes no tempo de retenção do analito (L-
Carnitina D3). 
Linearidade: A equação de regressão mais simples que descreve a curva 
de calibração de L-Carnitina D3 foi y = a + bx (1/x ponderado).  
Exatidão e precisão das amostras de LIQ: O limite inferior de 
quantificação (LIQ) aceito para o método foi de 10 ng/mL, como ilustrado na 
tabela 22. 
Todos os parâmetros descritos estão de acordo com as normas do FDA e 
ANVISA (precisão menor que 20% e exatidão entre 80-120%), conclui-se 
que o LIQ está inteiramente validado. 
 
Intra-corrida 
(Val01) 
 Precisão Exatidão 
LIQ 19.4 98.2 
x Tabela 22 – Parâmetros de validação do LIQ. 
Exatidão e precisão das amostras CQ: A tabela 23 ilustra os valores de 
exatidão e precisão para intra-corrida: 
Todos os parâmetros descritos estão d  acordo com as n rmas do FDA e 
ANVISA (precisão menor que 15% e exatidão entre 85-115%), conclui-se 
que os CQs nas concentrações baixa, média e alta estão validados. 
 
Intra-corrida 
(Val01) 
 Precisão Exatidão 
CQB 8.9 97.4 
CQM I 3.4 100.2 
CQM II 3.8 100.6 
CQA 3.2 97.1 
x Tabela 23 – Parâmetros de validação dos CQs. 
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2.5 CONSIDERAÇÕES DOS PARÂMETROS DA VALIDAÇÃO PRÉ-ESTUDO 
Conclui-se que o método analítico está validado inteiramente conforme se 
encontra os seguintes critérios abaixo: 
 
Seletividade: A seletividade foi aprovada pela injeção do pool de plasma 
humano branco nos diferentes tipos (normal, hemolisado e lipêmico) e 
nenhuma interferência foi observada nos cromatogramas (vide figura 6). 
Não houve picos de interferentes no tempo de retenção do analito (L-
Carnitina D3). 
Linearidade: A equação de regressão mais simples que descreve a curva 
de calibração de L-Carnitina D3 foi y = a + bx (1/x ponderado).  
Exatidão e precisão das amostras de LIQ: O limite inferior de 
quantificação (LIQ) aceito para o método foi de 10 ng/mL, como ilustrado na 
tabela 22. 
Todos os parâmetros descritos estão de acordo com as normas do FDA e 
ANVISA (precisão menor que 20% e exatidão entre 80-120%), conclui-se 
que o LIQ stá inteiramente validado.
 
Intra-corrida 
(Val01) 
 Precisão Exatidão 
LIQ 19.4 98.2 
x Tabela 22 – Parâmetros de validação do LIQ. 
Exatidão e precisão das amostras CQ: A tabela 23 ilustra os valores de 
exatidão e precisão para intra-corrida: 
Todos os parâmetros descritos estão de acordo com as normas do FDA e 
ANVISA (precisão menor que 15% e exatidão entre 85-115%), conclui-se 
que os CQs nas concentrações baixa, média e alta estão validados. 
 
Intra-corrida 
(Val01) 
 Precisão Exatidão 
CQB 8.9 97.4 
CQM I 3.4 100.2 
CQM II 3.8 100.6 
CQA 3.2 97.1 
x Tabela 23 – Parâmetros de validação dos CQs. 
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variação inferior a 20% (para as amostras de LIQ) e de 15% (para o CQs). Desse 
modo, as amostras podem ser reinjetadas dentro do permitido como validado por meio 
do teste de estabilidade pós-processo.  
 
4.5.2.7 Resumo dos parâmetros validados 
Tabela 23 – resumo dos parâmetros validados 
 
 
4.5.2.8 Determinação do Limite inferior de Quantificação  
O limite inferior da quantificação (LIQ) foi definido sendo levado em 
consideração a sensibilidade, a precisão e a exatidão do método. Com o intuito de 
avaliar a precisão e a exatidão, foram incluídas amostras específicas de controle de 
qualidade no processo de validação.  
Os seguintes critérios foram encontrados para aprovar o valor final:  
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Parâmetros Validados 
Técnica analítica LC-MS/MS 
Tipo de extração Liquido-Liquido 
Matrix biológica Plasma humano 
Tipo de ionização Electrospray positivo 
Método de detecção Monitoramento de Reação Múltipla (MRM) 
Tipo de coluna Alltech prevail C8 5um 150mmx 4.6mm 
Fase móvel  Acetonitrila/Metanol/Água 35/15/50; v/v/v + 10 mM de Acetato de Amônio 
Velocidade de fluxo 1 mL/min 
Limite inferior de quantificação (LIQ) validado 10 ng/mL 
Faixa de linearidade 10  – 1000 ng/mL 
Tipo de equação y = a + bx(1/x weighted) 
Controle de Qualidade de baixa concentração (CQB) 
validado 30 ng/mL 
Controle de Qualidade de media concentração (CQM 1) 
validado 150 ng/mL 
Controle de Qualidade de media concentração (CQM 2) 
validado 600 ng/mL 
Controle de Qualidade de alta  
concentração (CQA) validado 
800 ng/mL 
Controle de Qualidade de diluição (CQD) validado  1600  ng/mL 
x Tabela 1 – Parâmetros validados. 
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• Ausência de interferência presente nos espaços em branco no tempo de 
retenção do analito ou uma resposta 5 vezes maior do que a interferência 
presente no branco nesse mesmo tempo da retenção;  
• Foi obtido um pico de resposta do analito claro, discreto e com uma 
exatidão entre 80 – 120% em relação à concentração nominal do padrão;  
• Precisão (CV%) de 20%,  entre as  respectivas replicatas já validadas;  
Desse modo, o LIQ validado levando em consideração as circunstâncias 
encontradas durante a validação pré-estudo foi de 10 ng/mL para o analito. O 
detalhamento dos dados será mostrado na tabela 24: 
Tabela 24 – dados de validação de LIQ 
 
 
4.5.2.9 Linearidade: 
A linearidade da curva de calibração foi desenvolvida conforme os critérios a 
seguir:  
• desvio inferior ou igual a 20% com relação a concentração nominal para 
o LIQ;  
• desvio inferior ou igual a 15% com relação a concentração nominal para 
as concentrações diversas da curva de calibração;  
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Valor previsto 10 ng/mL 
Identificação da Lista METGRU00617 VAL01 
Concentração mensurada 
(ng/mL) 
8.61820 
9.45131 
11.86599 
7.03508 
8.65182 
10.98632 
12.15889 
Média (ng/mL) 9.82 
Precisão intra-corrida (CV%) 19.4 
Exatidão intra-corrida (%) 98.2 
x Tabela 17 – Dados de validação do LIQ. 
 
2.4.2 Linearidade  
A linearidade da  Curva de Calibração foi desenvolvida conforme os 
critérios a seguir: 
 desvio menor ou igual a 20% em relação a concentração nominal 
para o LIQ; 
 desvio menor ou igual a 15% em relação à concentração nominal 
para as outras concentrações da curva de calibração; 
 no mínimo 75% dos pontos da curva de calibração devem cumprir 
com os critérios anteriores, incluindo pelo menos uma das réplicas 
do LIQ e da maior concentração da curva de calibração; 
 o coeficiente de correlação linear deve ser igual ou superior a 0,98. 
Os dados específicos com a média de três curvas de calibrações 
são apresentados na tabela 18, como também na figura 5 a curva de 
regressão. 
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• no mínimo 75% dos pontos da curva de calibração devem cumprir com 
os critérios supracitados, incluindo no mínimo uma das réplicas do LIQ e 
da maior concentração da curva de calibração;  
• coeficiente de correlação linear deve ser igual ou superior a 0,98.  
Na tabela 25 são apresentados os dados determinados com a média de três curvas 
de calibrações. Já na figura 17 é mostrada a curva de regressão. 
Tabela 25 – dados de validação 
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Conc. 
Nominal  
(ng/mL) 
Conc. Mensurada 
(ng/mL) Média  
(ng/mL) 
Acc. 
(%) 
CV (%) 
 L-Carnitina D3 
METGRU00617 VAL01 
Modelo de regressão y = a + bx(1/x weighted) 
10 
10.76278 
10.8 107.6 - 
13.50592* 
20 
17.36558 
17.6 88.2 2.3 
17.93283 
50 
53.49154 
51.5 103.1 5.4 
49.58029 
100 
102.69133 
102 102.4 0.4 
102.05839 
200 
199.37718 
201 100.6 1.3 
203.20728 
500 
532.26916 
521 104.1 3.2 
508.73923 
700 
732.87582 
703 100.4 6.1 
672.73209 
1000 
960.3023 
973 97.3 1.9 
986.61419 
Coeficiente 
correlação 
0.998246  
x Tabela 18 – Dados da validação da curva de calibração.  *Valores excluidos. 
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Figura 17 – curva de calibração 
 
4.5.2.10 Precisão e Exatidão  
Com o intuito de avaliar a precisão e a exatidão do método analítico 
desenvolvido foram utilizadas três concentrações diferentes, na faixa de 
concentrações esperadas, sete determinações para cada concentração foram 
utilizadas.  
A exatidão e a precisão foram avaliadas embasadas em uma corrida única 
(intra-corrida), na qual foram definidos parâmetros durante uma mesma corrida 
analítica; e baseado em corridas distintas (inter-corrida), que mensura a variabilidade 
entre os dias.  
As seguintes subseções evidenciam os procedimentos seguidos para 
determinação dos parâmetros envolvidos bem como os resultados e rcritérios da 
validação.  
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x Figura 5 – Gráfico representativo da curva de calibração. 
 
2.4.3 Precisão e Exatidão 
Para avaliar a precisão e a exatidão do método analítico 
desenvolvido utilizaram-se no mínimo três concentrações distintas, 
na faixa de concentrações esperadas, onde se avaliou o uso de sete 
d terminações para cada concentração. 
A precisão e a exatidão foram avaliadas com base numa mesma 
corrida (intra-corrida), que define aqueles parâmetros durante uma 
única corrida analítica; e com base em corridas diferentes (inter-
corrida), que mensura a variabilidade entre os dias.  
As seguintes subseções apresentam os procedimentos seguidos 
para determinar os parâmetros envolvidos bem como os critérios e 
resultados da validação. 
2.4.3.1 Concentração e determinação dos valores dos Controles de 
Qualidade 
Os valores específicos foram definidos baseados nos critérios 
apresentados abaixo e foram definidos com base na literatura e 
comparação com os valores analíticos previamente estabelecidos 
para estudos semelhantes. 
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4.5.2.11 Concentração e determinação dos valores dos Controles de Qualidade 
Os valores específicos foram determinados, levando em consideração os 
critérios abaixo mostrados e definidos embasados na literatura e comparativamente 
aos valores analíticos previamente estabelecidos em estudos análogos. As 
concentrações das amostras de controle da qualidade foram estabelecidas desse 
modo e descritas na seguinte tabela:  
Tabela 26 – definição amostras de controle de qualidade 
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As concentrações das amostras de controle da qualidade foram 
portanto definidas co  se apresenta na seguinte tabela: 
Tipo de CQ 
Cod. 
CQ 
Definição da escala 
Valor 
definido 
(ng/mL) 
CQ de baixa 
concentração CQB Menor ou igual 3 x LIQ 30 
CQ de média 
concentração CQM 1 
Valor aproximadamente igual a meia da 
curva 150 
CQ de média 
concentração CQM 2 
Valor aproximadamente igual a meia da 
curva 600 
CQ de alta 
concentração CQA 
75% - 90% da maior concentração da curva 
de calibração 800 
CQ de diluição CQD  Valor múltiplo do CQA 1600 
x Tabela 19 – Definição das amostras de Controle de Qualidade. 
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5 DISCUSSÃO 
É cada vez mais frequente a disponibilização no mercado de substâncias que 
são endogenamente sintetizadas, para o tratamento de doenças ou deficiências 
vitamínicas, por exemplo. Incluindo os denominados nutracêuticos (substâncias 
advindas da dieta com putativo potencial terapêutico e que amiúde já são sintetizadas 
por mamíferos) carecendo esses últimos de regulação por agências como a FDA. Faz-
se necessário o desenvolvimento de métodos que permitam diferenciar as moléculas 
administradas exogenamente das moléculas produzidas pelo próprio indivíduo. Para 
que sejam realizados estudos clínicos posteriores, com o estabelecimento de 
diretrizes para o uso e melhor estimativa de parâmetros como dose e esquemas 
posológicos25. 
A L- carnitina é utilizada no tratamento das doenças denominadas deficiências 
de L- carnitina. Tal deficiência pode ter causa primária oriunda de mutações genéticas 
específicas, ou advir de outras doenças (deficiência secundária)26. 
A deficiência primária de carnitina é uma doença autossômica recessiva 
causada pela mutação do gene SLC22A5, que codifica o receptor de cátions 
orgânicos OCTN2. Tem apresentação variável, mas mais comumente se apresenta 
com episódios de hipoglicemia hipocetogênica, miopatia, cardiomiopatia e 
hepatomegalia. A incidência é variável geograficamente, com maior incidência no 
Japão se comparado a outros países, como a Austrália. O diagnóstico precoce é 
essencial, uma vez que o tratamento com L-carnitina em altas doses, tipicamente 100-
400mg/kg/dia VO dividida em três doses, se instituído antes da lesão dos órgãos alvo, 
traz resultados significativos. A terapia é segura, contudo, como antes exposto, devido 
a metabolização das bactérias da flora intestinal, há produção de trimetilamina, 
suscitando odor de peixe nos pacientes. Esse efeito adverso pode ser tratado com a 
administração de um antibiótico (metronidazol). Mais estudos são necessários para 
avaliar o potencial aterogênico de TMAO nesses indivíduos27. 
Já a deficiência secundária de L-carnitina, tem dezenas de causas que não a 
mutação do gene SLC22A5. Podem ser separadas em outras causas de erro inato do 
metabolismo, que geram diminuição da carnitina disponível para a beta oxidação de 
ácidos graxos, ou podem ser iatrogênicas, a partir do uso de medicações que 
interferem por competição com os transportadores de carnitina (principalmente o 
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OCTN2) ou por procedimentos que depletam os níveis plasmáticos de L-carnitina 
como a hemodiálise. O tratamento é direcionado para a causa base juntamente com 
a suplementação de L-carnitina oral28. 
Entrementes, o grande coeficiente de variabilidade da absorção da carnitina 
administrada oralmente, faz com que doses individualizadas sejam levadas em 
consideração a fim da manutenção de níveis plasmáticos específicos. 
No início do século XX, diversos autores, independentemente, notavam que 
apesar de técnicas robustas de purificação da água, amostras de diferentes fontes 
purificadas de maneira idêntica apresentavam diferentes densidades (e pressões de 
vaporização). Isso levou mais tarde, em 1931 à descoberta, por Urey, do isótopo 
estável do hidrogênio, o Deutério, (a diferente concentração de deutério nas moléculas 
de água explicava as diferentes densidades)29.  
Apenas quatro anos depois foi publicado um estudo na Science por 
Schoenheimer e Ritterbeg, que utilizaram a marcação de deutério de ácidos graxos e 
posterior análise da água proveniente da combustão, para definir vias metabólicas da 
síntese do colesterol30. Posteriormente, o potencial do uso do deuteron (núcleo) do 
deutério na física nuclear, disseminou seu uso para fins de geração de energia 
nuclear, desse modo, houve crescente preocupação da segurança do deutério e da 
água deuterada na pesquisa clínica31.  
Estudos posteriores com modelos animais, contudo, não evidenciaram efeitos 
adversos até a substituição de 10 a 15% da água corporal por água pesada. Em 1975, 
Lacroix et al discutiu os efeitos da deuteração em pequenos mamíferos. Níveis 
inimagináveis no uso em pesquisas com humanos ou com a administração de 
fármacos. Em 1979 um interessante estudo publicado no Lancet e conduzido por 
Coward et al, onde foi administrado5 o equivalente a 0.1ml/kg de D2O para lactentes, 
a fim de se mensurar a quantidade de leite consumida através da mensuração da 
mudança na proporção de deutério presente na amostra de saliva. Mostrou-se método 
eficaz e seguro para a determinação de leite administrado através da amamentação. 
Tal estudo suscitou questionamento posterior na mesma revista acerca da segurança 
da administração do deutério a lactentes de 2-4 meses. Didaticamente, Coward 
demonstrou que a quantidade de deutério administrada no estudo representaria um 
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aumento de 0.0293% de D2O no organismo, quantidade aproximadamente 500 vezes 
menor do que a tóxica32-33.  
Diversos estudos posteriores têm reforçado a segurança do deutério. Em nosso 
estudo, a quantidade administrada representa a metade do que foi utilizado 
previamente por Coward. Os efeitos colaterais presentes, cefaleia e anemia, numa 
paciente do sexo feminino são frequentemente observados em estudos de 
biodisponibilidade e bioequivalência e se devem a coleta de múltiplas amostras de 
sangue. 
A junção entre a possibilidade de separação física cromatográfica com a 
análise embasada na massa dos analitos foi uma problemática comum entre os físico-
químicos por décadas, até que o trabalho de Dole em 196834 mostrou a possibilidade 
do uso da técnica de eletrospray positivo para fonte iônica na espectrometria de 
massas e abriu caminho para que a mesma técnica fosse utilizada por Fenn35, 20 anos 
depois, na difícil interface entre o cromatógrafo e o espectrômetro de massas. Desde 
então, a cromatografia líquida, mais recentemente a de alta performance(HPLC), 
juntamente com a espectrometria tem se transformado em método cada vez mais 
acessível para o uso. Utilizada nas mais diversas áreas, seja na medicina, na triagem 
das doenças denominadas erros inatos do metabolismo, até nos estudos 
farmacológicos, incluindo o desenvolvimento de fármacos36. A figura abaixo ilustra 
pictoricamente um cromatógrafo líquido de alta performance acoplado a um 
espectrômetro de massas: 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 18 – cromatógrafo líquido de alta performance acoplado a um espectrômetro de massas. 
Créditos a Hyokwan, Bae et al. (apêndice 5) 
Hyokwan Bae et al.
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High-performance liquid chromatography–tandem mass 
spectrometry (HPLC-MS/MS) is commonly used to analyze TCs 
due to its high sensitivity and specificity [13-16]. However, 
HPLC-MS/MS sensitivity can change because of variations in 
operational factors. For example, sensitivity is affected by mobile 
phase composition, sample volume, injection speed, nebulizer 
pressure, drying gas conditions of flow rate and temperature, 
fragmentor voltage, and collision energy. To optimize 
HPLC-MS/MS sensitivity, selecting the most important variables 
is necessary to avoid tedious experiments and reduce cost and 
labor expenditures. Therefore, there is a need to apply a systematic 
and comprehensive methodology to optimize the HPLC-MS/MS 
for TC analyses.
In this context, response surface analysis (RSA) is an efficient 
optimization tool for adjusting the critical operational factors 
to maximize the dependent variables in complex systems. RSA 
is a statistical technique that uses multiple regression analysis 
to build empirical models. It considers the quantitative data 
obtained from properly designed experiments [17]. The main 
advantages of optimization via RSA over classical methods, 
such as one-factor-at-a-time (OFAT) analysis, lies in the large 
amount of information from a small number of experiments, 
and observation of interaction effects between independent 
parameters in the response [18]. Thus, RSA has been used 
in chemical engineering, bioprocesses, and environmental 
analysis [19-22]. Particularly in analytical research, RSA is 
frequently used in the extraction, derivatization, and separa-
tion steps [23-25].
Recently, effective CTC analysis has played a critical role 
in the research fields of degradation, environmental transport 
and fate, and management policy [12, 26-28]. However, lim-
ited information is available on the application of RSA to 
quantifying procedures in HPLC-MS/MS methods. Therefore, 
the objectives of this study were to select critical independent 
variables for analysis of CTC using HPLC-MS/MS, and con-
duct multivariate regression and optimization using RSA for 
higher sensitivity.
2. Materials and Methods
2.1. Operational conditions of the HPLC-MS/MS
CTC hydrochloride (CAS No. 64-72-2) was obtained from 
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). All chemicals sed were 
of analytical and HPLC grades, and ultrapure water was used 
n the analysis. The 0.5 mM CTC solution was prepared in 
methanol and stored at −20°C. The sensitivity was monitored 
by calculating the peak area according to changes in the opera-
tional conditions of the HPLC-MS/MS. CTC analysis was per-
formed using an Agilent 1200 HPLC system (Agilent, Palo Alt , 
CA, USA) equipped with a reversed phase column (Agilent 
ZORBAX Eclipse Plus C18, 2.1 × 100 mm I.D., 1.8 μm) (Fig. 
1). The mobile phase was composed of 40% A (acetonitrile) 
and 60% B (0.1% formic acid in water). Addition of formic 
acid into the mobile phase enhances the sensitivity due to 
the sufficient amount of proton to promote the desolvation 
of CTC [29]. The flow rate was 0.2 mL/min with an injection 
volume of 15 μL. The column temperature was maintained 
at 25°C using a thermostatically controlled column oven in 
the HPLC system.
The 6410 Triple Quad Mass Spectrometer (Agilent, Palo Alto, 
CA, USA) and electrospray ionization (ESI) source in a positive 
Fig. . S hematic diagram of the HPLC-MS/MS system. The operation l 
factors for the sensitivity test are highlighted.
Table 1. HPLC-MS/MS Operational Conditions for the Sensitivity Test
Independent variables Central condition for sensitivity test Range for sensitivity test
Ionization mode Positive electrospray -
Detection mode MRM (479 → 462 m/z) -
Flow rate (mL/min) 0.2 -
Solvent composition (%) 40 20-80
Injection volumes (μL) 15 2-15
Nebulizer (psi) 40 30-50
Drying gas flow rate (L/min) 7 5-10
Drying gas temperature () 300 250-350
Fragmentor voltage (V) 100 50-200
Collision energy (eV) 15 5-20
Capillary voltage (V) 4,000 -
HPLC column temperature () 25 -
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Como exposto, a deuteração de moléculas teve como objetivo inicial a 
elucidação de mecanismos de reações bioquímicas. Mais recentemente, o uso de 
isótopos estáveis tem mostrado sua grande versatilidade, desde o desenvolvimento 
de novos fármacos, até a aplicação em estudos farmacocinéticos. Nosso estudo 
procura mostrar a disponibilidade de um método cada vez mais acessível para a 
realização de estudos de biodisponibilidade e bioequivalência. Para tal, é crucial o 
conhecimento das vias metabólicas dos fármacos (a fim de se excluir potenciais 
efeitos farmacocinéticos nas vias metabólicas) e posteriormente, pode-se inclusive 
associar estudos farmacocinéticos de biodisponibilidade e bioequivalência juntamente 
com estudos sobre o metabolismo de fármacos (com a deuteração pode-se rastrear 
metabólitos formados com doses adiministradas relativamente pequenas) e de 
farmacodinâmica (a compartimentalização de certos metabólitos em diferentes células 
e compartimentos celulares também pode ser revelada através da detecção de 
substâncias previamente deuteradas)36. Em suma, o campo da deuteração associado 
com a maior acessibilidade de técnicas, como a HPLC-MS/MS, é extremamente vasto, 
e em nosso trabalho é demonstrada a aplicação na farmacocinética clínica em estudos 
de biodisponibilidade. 
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6 CONCLUSÃO 
O presente trabalho demonstra um método robusto e sensível para distinção 
da L-carnitina administrada exogenamente daquela sintetizada pelo próprio indivíduo. 
Além disso é evidenciado que a farmacocinética da L-cartina deuterada é linear entre 
as doses administradas (10,30 e 100 mg), além de possuir bom perfil de segurança e 
alto coeficiente de variabilidade.  
Dessa forma o uso de HPLC/MS/MS juntamente com a deuteração de 
fármacos, mostra-se ser uma boa alternativa para a distinção de moléculas utilizadas 
como medicação e/ou advindas da dieta e que são concomitantemente sintetizadas 
endogenamente. Nota-se, entretanto, que ressalvas devem ser feitas com relação a 
substâncias que sofrem metabolismo por clivagem de ligações entre átomos de 
carbono e hidrogênio, já que podem sofrer o deuterium isotope effect. 
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